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1 Einleitung 
In den letzten Jahrzehnten wird die atopische Dermatitis des Hundes (CAD) mit steigender 
Tendenz diagnostiziert. Ähnlich verhält es sich bei dem vergleichbaren Krankheitsbild, der 
atopischen Dermatitis des Menschen (Neurodermitis). Bei der CAD handelt es sich um eine 
allergische, chronisch-rezidivierend verlaufende entzündliche Erkrankung der Haut von 
Hunden. Auf den Kontakt mit Allergenen reagiert das Immunsystem mit Hilfe von 
Mastzellen. Sie speichern eine Vielzahl von Entzündungsmediatoren, sind aber auch zur 
Neusynthese von Mediatoren (Eicosanoide) befähigt. Mastzellen können durch Exozytose 
sehr schnell reagieren und spielen somit eine entscheidende Rolle bei der CAD. 
Neben aufwendigen therapeutischen Verfahren, wie der Desensibilisierung, steht die 
Behandlung mit steroidalen Antiphlogistika bei der Therapie der CAD im Vordergrund. Im 
Hinblick auf die Etablierung nebenwirkungsfreier Therapiealternativen rückt seit Mitte der 
1980er Jahre die Behandlung mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren (polyunsaturated fatty 
acids [PUFA]) in den Fokus der Wissenschaft. Pathogenetisch wird bei der CAD u.a. eine 
mangelhafte Metabolisierung der PUFA diskutiert (SCOTT et al. 1997a; FUHRMANN et al. 
2006). Die verminderte Aktivität der für die Synthese von PUFA notwendigen Enzyme stellt 
eine Begründung für die in Fütterungsversuchen festgestellten positiven Effekte einer 
diätetischen Verabreichung von PUFA dar.  
Eine große Bedeutung wird dabei den so genannten n3- und n6-Fettsäurenfamilien 
zugeschrieben, eine Einteilung von Fettsäuren (FS), die auf ihrer Struktur beruht. Zugefütterte 
n3- und n6-FS beeinflussen die zelluläre Lipidzusammensetzung und lösen eine Vielzahl 
modulierender Mechanismen aus. So konnten insbesondere für die n3-FS positive Effekte 
aufgezeigt werden. Sie führten zu einer verminderten Synthese entzündungsfördernder 
Eicosanoide, setzten die Aktivität verschiedener Enzyme herab und verminderten die 
Histaminausschüttung (GUECK et al. 2002; SEIDEL et al. 2005b).  
Diesen positiven Effekten steht die Tatsache gegenüber, dass eine gesteigerte Zufuhr von 
PUFA in einer gesteigerten intrazellulären Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
resultieren kann. Eine Zunahme von PUFA im Gesamt-FS-Gehalt der Zelle führt zu einer 
Zunahme der Anfälligkeit der Zellen gegenüber oxidativen Schäden. Insbesondere PUFA 
werden aufgrund ihres hohen Anteils an Doppelbindungen durch die gebildeten ROS oxidiert, 
was die vermehrte Entstehung von Lipidperoxiden begünstigt.  
Ursächlich scheint demnach ein Zusammenhang zwischen der diätetischen Zufuhr von PUFA 
und oxidativen Parametern der Mastzellen zu bestehen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 
die FS-abhängige Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie deren 
Folgeprodukte in Mastzellen zu quantifizieren. Darüber hinaus sollten FS-abhängige Effekte 
auf eine Stressor-induzierte Apoptose näher untersucht werden. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Allgemeine Betrachtungen zur CAD 
2.1.1 Ätiologie und Pathogenese 
Der medizinische Terminus Atopie (griechisch, atopia- „Ortlosigkeit“, „nicht zuzuordnen“) 
bezeichnet eine Überempfindlichkeitsreaktion (Typ I der Allergie; Allergie des „Soforttyps“), 
die bei Kontakt mit einem Allergen (Atopen), selbst an nicht direkt exponierten Körperteilen 
auftritt („ortlos“). Allergene sind Antigene, gegen die sich eine fehlgeleitete Immunantwort 
richtet. 
Die CAD ist eine allergische Erkrankung der Haut von Hunden, 
die chronisch rezidivierend verläuft (OLIVRY et al. 2001). Es 
handelt sich dabei nach SCOTT et al. (1995) um die 
zweithäufigste allergische Hauterkrankung des Hundes. 
Für die CAD sind aus ätiologischer Sicht Umweltallergene sowie 
genetische Faktoren von besonderem Interesse. Welche Umwelt-
allergene die Ausbildung der CAD in Hundepopulationen 
gehäuft bewirken, ist dabei von der geographischen Lage, den 
klimatischen Verhältnissen und den Haltungsbedingungen 
abhängig (SCHICK und FADOK 1986; MUELLER et al. 2000; 
MASUDA et al. 2000; HILL und DEBOER 2001).  
Die Bedeutung genetischer Faktoren für die Entwicklung der 
CAD zeigt sich in Zusammenfassung zahlreicher Studien, die eine Rasseprädisposition 
insbesondere bei Boxern, Terriern und Deutschen Schäferhunden feststellen konnten 
(HALLIWELL et al. 1971; NESBITT 1978; WILLEMSE und VAN DEN BROM 1983; ZUR 
et al. 2002).  
Untersuchungen zu dem entsprechendem genetisch determinierten Hintergrund der CAD 
liegen jedoch bisher kaum vor. Erbliche Abweichungen der MHC-Komplexe 
(VRIESENDORP et al. 1975) und genetische Veränderungen des Immunglobulin-E-(IgE) 
Spiegels (GRIOT-WENK et al. 1998) bei atopischen Hunden werden in diesem 
Zusammenhang diskutiert.  
Die Bedeutung von IgE für die CAD ist umstritten. Viele an CAD leidende Hunde weisen 
Allergen-spezifisches IgE auf, einige jedoch nicht. Ebenso besitzen gesunde Hunde Allergen-
spezifisches IgE (LIAN und HALLIWELL 1998). Eine Heterogenität zwischen Allergen-
spezifischen IgE von atopischen und gesunden Hunden wird diskutiert. Auch eine erhöhte 
Neigung zur Freisetzung von Entzündungsmediatoren durch Mastzellen bei erkrankten 
Hunden scheint von Bedeutung zu sein. In diesem Zusammenhang konnte bei kutanen 
Mastzellen von Atopikern, bereits eine verstärkte Freisetzung von Mediatoren gezeigt werden 
(DEMORA et al. 1996b). 
        Abb. 1: CAD beim Hund. 
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2.1.2 Diagnose 
Die klinische Symptomatik der CAD ist geprägt von starkem Juckreiz, der bei mehr als 40 % 
der Hunde generalisiert auftritt (SCOTT et al. 1995). Die Tiere zeigen Hautläsionen in Form 
von Erythemen und Papeln vorrangig an wenig behaarten Bereichen. Durch Automutilation 
kommt es häufig zu sekundären Veränderungen bakterieller Ursache. Bei ca. 50 % der an 
CAD leidenden Hunde tritt zusätzlich eine erythematös-ceruminöse Otitis, und bei ca. 30 % 
eine Konjunktivitis auf (PRELAUD 2002). WILLEMSE und PRELAUD etablierten ein 
diagnostisches Schema, welches Haupt- und Nebenkriterien beinhaltet, die auf das Vorliegen 
einer CAD hinweisen (Tab. 1). Neben der typischen Symptomatik erfolgt die Abklärung 
durch den Ausschluss von Differentialdiagnosen. In Betracht kommen hierfür alle 
Hauterkrankungen des Hundes, die mit Pruritus verbunden sind (DEBOER und HILLIER 
2001). 
Tab. 1: Haupt- und Nebenkriterien nach WILLEMSE (1990) modifiziert nach PRELAUD (2002). 
Hauptkriterien (Patienten müssen mindestens 3 der 
folgenden Merkmale aufweisen): 
Nebenkriterien (mindestens 3 der folgenden Kriterien 
sollten vorhanden sein): 
1. Auftreten der Hauptsymptome in einem Alter 
von 6 Monaten bis 3 Jahren 
2.  Reduktion des Juckreizes durch Glukokortikoide 
3.  erythematöse Pododermatitis an den 
Vorderextremitäten 
4.  Erythem an der Innenfläche der Ohrmuscheln 
5. Cheilitis 
6. Otitis externa 
• Rasse- oder familiäre Prädisposition 
• chronische / rezidivierende Dermatitis seit mehr 
als 2 Jahren 
• mattes Fell 
• Läsionen an den Hinterextremitäten 
• Leckdermatitis 
• Hyperhidrose 
• frühere Fälle von Urtikaria oder Angioödem 
• saisonales Auftreten der Symptome 
• Verschlimmerung bei Auslauf im Grünen 
Weiterhin können diagnostische Tests zur Bestätigung der Diagnose der CAD durchgeführt 
werden. Zu diesen spezifischen Tests gehört der intradermale Allergietest (IDAT) und der 
Serum-IgE-Test. 
2.1.2.1 Intradermaler Allergietest (IDAT) 
Der IDAT wird von vielen Dermatologen als Goldstandard in der Allergie-Diagnostik 
angesehen (NESBITT 1978; WILLEMSE et al. 1984). Er dient der Identifikation von 
relevanten Allergenen, um optimale Vermeidungsstrategien zu entwickeln. Wässrige 
Lösungen mit regional bedeutsamen Testallergenen (Hausstaubmilben, Gras-, Baum-, 
Kräuterpollen, Epithelien von Katze, Mensch und Insekten) werden subkutan injiziert. Für 
den IDAT existieren keine standardisierten Testlösungen und oft zeigen Allergene 
verschiedener Hersteller unterschiedliche Hautreaktionen, so dass die Beurteilung der 
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Ergebnisse Erfahrung voraussetzt (HILLIER und DEBOER 2001). Die Auswertung des Tests 
erfolgt nach ca. 15 Minuten, entweder subjektiv anhand der Stärke des Erythems und der 
Größe der gebildeten Quaddel, oder objektiv durch Messung des Durchmessers der Papel 
(NEUBER und THODAY 2004).  
2.1.2.2 Serum-Immunglobulin-E-Test 
Beim Serum-IgE-Test wird die Serumkonzentration von Allergen-spezifischem IgE 
gemessen. Dabei werden Antikörper zugesetzt, die das canine IgE erkennen und über 
kovalente Bindung von Enzymen oder Isotopen eine kolorimetrische, fluorometrische oder 
radiometrische Bestimmung ermöglichen (Enzyme-linked Immunosorbent Assay [ELISA] 
oder Radioallergosorbent Test [RAST]). Die höhere Anzahl positiver Befunde aus ELISA- 
und RAST-Verfahren im Vergleich zum IDAT führten einige Autoren auf eine höhere 
Sensitivität dieser Tests zurück (SOUSA und NORTON 1990). Andere sahen darin falsch 
positive Ergebnisse, was durch die Tatsache unterstützt wird, dass Hunde ohne Symptome 
regelmäßig positive Testergebnisse aufwiesen (GRIFFIN und HILLIER 2001).  
2.1.3 Therapie 
Die vielfältigen pathogenetischen Mechanismen der CAD erlauben eine Vielzahl 
therapeutischer Ansätze (z.B. Allergeneliminierung, Allergen-spezifische Immuntherapie, 
antiinflammatorische Pharmakotherapie und nutritive Intervention [Diätetik]). 
2.1.3.1 Allergeneliminierung 
Die Expositionsvermeidung ist in der Praxis meist nicht zu realisieren. Die Möglichkeit, den 
Allergenkontakt jedoch zumindest zu reduzieren, stellt einen einfachen und wirksamen Weg 
der Therapie dar. Sind z.B. Pollen die Auslöser der CAD, so kann über Wetterdienste der 
Pollenflug beobachtet und der Aufenthalt im Freien eingeschränkt werden. Durch 
regelmäßiges Baden kann der Kontakt des Allergens mit der Haut reduziert werden (OLIVRY 
und SOUSA 2001). 
2.1.3.2 Immuntherapie 
Die allergenspezifische Immuntherapie (ASIT; auch Hypo- oder Desensibilisierung) zielt auf 
eine Regulierung der übertriebenen Immunantwort nach Exposition mit Allergenen ab. Dabei 
werden graduell ansteigende Mengen eines Allergenextraktes verabreicht, um die Symptome, 
zu mildern (BOUSQUET et al. 1998). Eine mögliche Erklärung für die positiven Effekte der 
ASIT ist eine Erhöhung des allergenspezifischen IgG-Spiegels (HITES et al. 1989). Studien 
beschrieben bei 50-100 % der behandelten Tiere nach ca. 4 Monaten eine Besserung der 
Symptomatik um mehr als 50 % (MUELLER und BETTENAY 1996; NUTTALL et al. 
1998). 
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2.1.3.3 Pharmakotherapie 
2.1.3.3.1 Glukokortikoide 
Glukokortikoide finden häufig Anwendung in der CAD-Therapie. Sie können die Expression 
verschiedener inflammatorischer Faktoren (Zytokine, Enzyme, Rezeptoren, 
Adhäsionsmoleküle) durch ihre direkte Wirkung auf verschiedene Transkriptionsfaktoren 
inhibieren (BARNES 1998). Die Glukokortikoidbehandlung ist jedoch mit einer Vielzahl von 
Nebenwirkungen (Immunsuppression, Polydipsie, Polyphagie, Polyurie, Diarrhoe, 
Hyperadrenokortizismus, Alopezie, Calcinosis cutis, generalisierter Demodikose) verbunden 
(BEHREND und KEMPPAINEN 1997). 
2.1.3.3.2 Weitere Pharmakotherapeutika  
Der Einsatz von Antihistaminika ist umstritten (DEBOER und GRIFFIN 2001). Sie werden 
häufig begleitend zu Glukokortikoiden angewendet, um deren Dosis zu minimieren. Studien 
zeigten jedoch teils gravierende Unterschiede in ihrer Wirksamkeit, selbst bei der 
Verwendung gleicher Präparate.  
Cyclosporin A hemmt die Synthese verschiedener Zytokine sowie die Proliferation von 
Entzündungszellen durch Bindung von Calzineurin und Unterbrechung von 
Signaltransduktionswegen. Es wurden auch hier Nebenwirkungen in Form von Erbrechen, 
Diarrhoe und sekundären bakteriellen Infektionen beschrieben (FONTAINE und OLIVRY 
2001; STEFFAN et al. 2003). Einen ähnlichen Wirkmechanismus wie Cyclosporin A weist 
das Macrolid Tacrolimus auf. Es hemmt ebenfalls die Genexpression von Zytokinen, kann 
jedoch lokal angewendet werden (MARSELLA und NICKLIN 2002).  
Pentoxyfillin ist ein Phosphodiesteraseinhibitor mit immunmodulatorischen Eigenschaften. Es 
hemmt die Produktion von Tumornekrosefaktor α (TNF-α), Interleukin-1 (IL-1), -6 und -12 
und somit die Aktivierung von B- und T-Zellen (MARSELLA et al. 2000). Misoprostol 
hingegen bewirkt als Prostaglandin-E1-(PGE1) Analogon einen Anstieg des cAMP-Gehaltes 
und hemmt die Freisetzung und Synthese von proinflammatorischen Zytokinen aus 
Lymphozyten (REDER et al. 1994). In einer Studie mit 20 an CAD erkrankten Hunden 
konnte eine deutliche Verminderung des Juckreizes und der Hautläsionen bei über 50 % der 
Hunde festgestellt werden (OLIVRY et al. 1997a). 
2.1.3.4 Diätetik 
Seit den 1930er Jahren wird die Bedeutung von FS für die Beschaffenheit der Haut 
untersucht. Durch die Zufuhr von PUFA (hier die n6-FS Linolsäure) konnte eine durch FS-
Mangel induzierte schuppige Dermatitis von Ratten vermindert werden (BURR und BURR 
1930). WATSON et al. (1998) konnten bei Hunden eine Störung der epidermalen 
Lipidbarriere mit erhöhtem transepidermalen Wasserverlust, welche durch diätetischen FS-
Mangel ausgelöst wurde, mittels fettreicher Diäten ausgleichen (WATSON 1998). 
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Im Hinblick auf die Etablierung nebenwirkungsfreier Therapeutika für die CAD rückt seit 
Mitte der 1980er Jahre die Behandlung mit PUFA in den Fokus der Wissenschaft. Bei 
Fütterungsversuchen konnte durch eine Diät mit einem n6- zu n3-FS-Verhältnis (siehe Kapitel 
2.2.5.1) von 5 bis 10:1 eine Linderung der Symptome bei über 40 % der an CAD leidenden 
Hunde verzeichnet werden (SCOTT et al. 1997b). In älteren Studien schwankt der Anteil 
positiver Effekte einer PUFA-Zufuhr auf den CAD-bedingten Juckreiz und die 
Entzündungssymptome zwischen 0 (SCOTT und MILLER 1990) und 40 % (PUKAY 1987). 
Diese abweichenden Ergebnisse scheinen durch das jeweils stark differierende Studiendesign 
(Dauer, Dosierung) bedingt zu sein (OLIVRY et al. 2001). Bei neueren randomisierten, 
kontrollierten Blindstudien variierte die erfolgreiche Wirkung der PUFA zwischen 17 
(SCARFF und LLOYD 1992) und 57 % (HARVEY 1999). Auch in diesen Studien fehlt eine 
Standardisierung der Diäten, so dass oft die Menge der über das Grundfutter aufgenommenen 
PUFA über der supplementierten lag. Dies wurde jedoch in zwei Arbeiten durch die 
Anordnung als cross over Versuch umgangen (SCARFF und LLOYD 1992; LOGAS und 
KUNKLE 1994). Erfolge wurden in diesen Studien durch den Einsatz der n6-FS γ-
Linolensäure (GLA) oder einer n3-FS-Kombination aus Eicosapentaen- (EPA) und 
Docosahexaensäure (DHA) erreicht. Die Wahrscheinlichkeit, die klinischen Symptome der 
CAD durch die alleinige Gabe von PUFA zu kontrollieren, wird auf 20 % geschätzt (SCOTT 
et al. 2001). Mit Antihistaminika und Glukokortikoiden scheinen PUFA additive oder 
synergistische Effekte auszuüben (BOND und LLOYD 1994; PATERSON 1995; SAEVIK et 
al. 2004).  
Die Ursachen für die positiven Effekte einer Zufuhr mit PUFA, die in den Fütterungsstudien 
(in vivo) erzielt werden konnten, wurden in zahlreichen in vitro Studien untersucht. Diese 
beschäftigten sich mit dem Einfluss von PUFA auf die Zellmorphologie und –funktion (siehe 
Kapitel 2.2.5).  
2.2 Spezielle Betrachtungen zur CAD – die Bedeutung der Mastzellen für die 
Pathogenese der CAD 
2.2.1 Morphologie von Mastzellen 
Mastzellen nehmen in der Pathogenese der CAD eine zentrale Rolle ein (OLIVRY et al. 
1997b). Aufgrund ihrer Lokalisation im Bindegewebe der Haut und den Schleimhäuten des 
Respirations- und Gastrointestinaltraktes stehen sie mit der Umwelt (Allergenen) in direktem 
Kontakt. Ein entscheidender Schritt in der Mastzellforschung war die Entdeckung, dass sich 
Mastzellen aus pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks entwickeln. 
Unter dem Einfluss zahlreicher Faktoren (Zytokine und Wachstumsfaktoren) reifen sie in 
ihrem Zielgewebe zu vollständig differenzierten Zellen aus (KITAMURA et al. 1978).  
Mastzellen besitzen verschiedene Funktionen, wie die Ausschüttung ihrer gespeicherten 
Granula und die de novo Synthese von Entzündungsmediatoren, weiterhin weisen sie die 
Fähigkeit zur Phagozytose, zur Antigenpräsentation, zur Expression von 
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Adhäsionsmolekülen, zur Aktivierung anderer Lymphozyten sowie zur Produktion 
chemotaktischer Faktoren auf. Die morphologischen, biochemischen und funktionellen 
Eigenschaften von Mastzellen zeigen eine gewebespezifische Heterogenität. Neben der auf 
der lokalen Verteilung bestehenden Einteilung in mukosale Mastzellen (mucosal mast cell 
[MMC]) und Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast cells [CTMC]) kann man 
Mastzellen auch nach ihrem Gehalt an neutralen Proteasen einteilen. Man differenziert hierbei 
anhand Enzym-immunhistochemischer Färbemethoden drei Mastzelltypen: 1. Mastzellen, die 
ausschließlich Tryptase enthalten (MCT), 2. Mastzellen, die Tryptase und Chymase enthalten 
(MCTC), und 3. Mastzellen, die lediglich Chymase enthalten (MCC). In der Haut von 
Hunden befinden sich zu über 70 % MCTC, ca. 20 % MCC und ein geringer Anteil MCT 
(KUBE et al. 1998).  
An CAD erkrankte Hunde weisen im Vergleich zu gesunden Hunden eine erhöhte Anzahl an 
Mastzellen und einen damit einhergehenden erhöhten Histamingehalt in den betroffenen 
Hautarealen auf. Eine erhöhte Bereitschaft zur Mediatorfreisetzung konnte ebenfalls 
nachgewiesen werden (DEMORA et al. 1996a).  
2.2.2 Funktion von Mastzellen 
Mastzellen sind für das Auftreten der allergischen Reaktion im Zusammenhang mit der CAD 
verantwortlich. Nach der Kreuzvernetzung von zwei oberflächlich gebundenen IgE-
Antikörpern über ein multivalentes Allergen kommt es zur Degranulation und Freisetzung 
präformierter Entzündungsmediatoren (biogene Amine: Histamin und Serotonin; 
Proteoglykane: Heparin und Chondroitinsulfat; Proteasen: Chymase und Tryptase) sowie zur 
de novo Synthese von Eicosanoiden (SAYERS und HELM 1999).  
Mastzellen exprimieren den hochaffinen IgE-bindenden Rezeptor (FcεRI) dauerhaft auf ihrer 
Oberfläche. FcεRI besitzt eine tetramere Struktur, bestehend aus einer α-Kette zur IgE-
Bindung, einer transmembranären β-Kette und zwei über Disulfidbrücken verbundene γ-
Ketten. Die intrazellulären γ-Untereinheiten lösen nach Kreuzvernetzung auf der 
Mastzelloberfläche eine Signaltransduktion im Zellinneren aus. Daraufhin kommt es zu einer 
Aktivierung von Tyrosinkinasen, die ihrerseits die Phospholipase C (PLC) aktivieren. Die 
PLC katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP 2) zu Inositol-
1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 bewirkt die Freisetzung von Calcium 
(Ca) aus den zytoplasmatischen Speichern. Dies aktiviert so genannte Ca release activated Ca 
channels (CRAC) und führt zum Einstrom von extrazellulären Ca (CHANG und PAREKH 
2004). Das ionisierte Ca aktiviert gemeinsam mit DAG die Proteinkinase C (PKC). Die PKC 
und die durch Ca aktivierten kleinen G-Proteine (Rac und Rho) lösen eine Neuordnung von 
zytoskelettalen Aktin- und Myosinfilamenten aus, die Voraussetzung für die Fusion der 
Granula mit der Plasmamembran (HILL und MARTIN 1998).  
Über die Phosphorylierung von Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAPK) kommt es zu 
einer Aktivierung der zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) (CHANNON und LESLIE 
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1990a). Nach Translokation der cPLA2 an die Plasmamembran werden ungesättigte FS aus 
der sn-2-Position von Membranphospholipiden freigesetzt, welche die Ausgangssubstanzen 
für die Synthese der Eicosanoide darstellen.  
Neben diesem Weg der rezeptorvermittelten Mastzellaktivierung konnte auch ein IgE-
unabhängiger Weg der Aktivierung aufgezeigt werden. Substanzen, wie Substanz P, die 
Komplementfaktoren C3a und C5a, Substanz 48 / 80, Mastoparan und Neuropeptid Y führen 
über heterotrimere G-Proteine zur Degranulation und zur de novo Synthese von 
Entzündungsmediatoren (XIE et al. 2002). Dieser rezeptorunabhängige Weg wird 
nachfolgend exemplarisch für das in den vorliegenden Versuchen verwendete Mastoparan 
beschrieben (siehe Kapitel 2.2.4.1). 
2.2.3 Mastzellen in Kultur als Modell für die CAD  
Um die Rolle der Mastzellen bei allergischen Reaktionen zu erforschen, wurden verschiedene 
Zellkulturmodelle etabliert. Im Blut befinden sich nur Vorläuferzellen, die erst im Zielgewebe 
zu reifen Zellen ausdifferenzieren. Zur Entwicklung einer Primärkultur mit begrenzter 
Lebensdauer kann man Zellen aus dem Knochenmark, dem peripheren Blut, dem 
Nabelschnurblut und der fetalen Leber nutzen (OKAYAMA 2000). Aufgrund der Erkenntnis, 
dass die Mastzelldifferenzierung von Wachstumsfaktoren (Interleukin 3 [IL-3]; ROSSI et al. 
1998). abhängig ist, welche hauptsächlich in Fibroblasten gebildet werden, entwickelte man 
Kokulturen aus Mastzellen und Fibroblasten (ISHIZAKA et al. 1977; FURITSU et al. 1989).  
Eine weitere Möglichkeit zur Arbeit mit Mastzellen stellt die Kultivierung von 
Mastzelltumor-Zellen dar. Viele Mastozytomzelllinien weisen die gleichen Eigenschaften wie 
adulte Bindegewebsmastzellen auf (CALONICO et al. 1985). LAZARUS et al. (1986) 
injizierten Fragmente von 12 verschiedenen Hundemastzelltumoren in die Haut von 
Nacktmäusen. Sie entwickelten zwei Mastozytomzelllinien (G und C2), welche beide nach 
Stimulation Histamin freisetzten und in der Lage waren, Eicosanoide zu bilden (LAZARUS et 
al. 1986). IgE-Rezeptoren konnten nur auf der C2-Zelllinie festgestellt werden. DEVINNEY 
und GOLD (1990) etablierten aus der C2- sowie einer weiteren Mastozytomzelllinie (C1) 
zwei permanente Zellkulturmodelle, die morphologisch und funktionell normalen Mastzellen 
des Hundes weitgehend entsprechen (DEVINNEY und GOLD 1990c). In den vorliegenden 
Versuchen wurden canine Mastozytomzellen der Linie C2 (C2-Zellen; C2) verwendet. Der 
Unterschied zu adulten Mastzellen des Hundes besteht in dem weitaus niedrigeren Gehalt an 
Histamin. Dieser liegt bei den C2-Zellen im Mittel bei 0,07 pg pro Zelle (DEVINNEY und 
GOLD 1990b) und damit nahezu 100-fach niedriger als bei adulten kutanen Mastzellen des 
Hundes (GARCIA et al. 1998). Weiterhin konnte in früheren Vorversuchen an den C2 keine 
Reaktivität auf Substanz P festgestellt werden (persönliche Mitteilung PD Dr. GUECK) und 
auch das FS-Muster der C2 weicht von dem adulter Mastzellen ab. Mastzellen ex vivo weisen 
einen Gehalt an Arachidonsäure (AA [C20:4n6]) von bis zu 20 % des Gesamt-FS-Gehaltes 
(STRANDBERG und WESTERBERG 1976) auf, wohingegen die C2 einen weitaus 
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niedrigeren AA-Gehalt aufweisen (Ergebnisse der gaschromatographischen FS-Analyse der 
C2; siehe Kapitel 4.4).  
2.2.4 Methodische Voraussetzungen für das Arbeiten mit Mastzellen in Kultur 
Für die Arbeit mit Zellkulturen sind geeignete Verfahren zur Bestimmung der Zellzahl 
notwendig. Die gebräuchlichste Methode ist der mikroskopische Nachweis unter Verwendung 
einer Zählkammer, häufig kombiniert mit dem Einsatz von Farbstoffen. Der hydrophile 
Farbstoff Trypanblau z.B. kann nur in avitale Zellen aufgenommen werden, die Zellwände 
lebender Zellen sind für den Farbstoff impermeabel. So können lebende und tote Zellen 
differenziert werden. Ein weiterer Farbstoff, der zu einer selektiven Färbung toter Zellen 
führt, ist Propidiumjodid (PJ). PJ ist eine Substanz, die an die DNA und die RNA von 
permeablen, also toten Zellen bindet (NAIRN und ROLLAND 1980). Nach Interkalierung 
zwischen die Basen kann bei einer Anregungswellenlänge von 530 nm die Fluoreszenz bei 
620 nm bestimmt werden. Die Trübungsmessung im Photometer ist eine Methode zur 
indirekten Bestimmung der Zellzahl bei Suspensionszellen. Bei der Messung einer Probe im 
Photometer wird sichtbares Licht einer bestimmten Wellenlänge zum Teil absorbiert und zum 
Teil gestreut und kann als Extinktion (auch optische Dichte) abgelesen werden. Die 
Extinktion nimmt mit der Zellzahl zu. Ein weiteres Verfahren stellt das so genannte Coulter 
Prinzip dar. Es basiert auf einer messbaren Veränderung des elektrischen Widerstandes durch 
nichtleitende Partikel, die in einer elektrolytischen Lösung suspendiert sind. Geräte hierfür 
wurden insbesondere für die Bestimmung der Zellzahlen im Blut oder in der Milch 
entwickelt, finden aber auch zunehmend bei der Arbeit mit Zellkulturen Anwendung. In der 
vorliegenen Arbeit wurde mit einer Zählkammer, mit Trübungsmessung und PJ gearbeitet 
(siehe Kapitel 3). 
2.2.4.1 Aktivierung kultivierter Mastzellen mit Mastoparan 
Die typischen Symptome der CAD beruhen auf der Aktivierung von Mastzellen. In den 
vorliegenden Versuchen wurde Mastoparan zur Stimulation / Aktivierung der C2-Zellen 
verwendet. Mastoparan ist ein kationisches, amphiphiles Tetradecapeptid, welches aus 
Wespengift isoliert wurde (ARGIOLAS und PISANO 1983). Verschiedene Autoren konnten 
zeigen, dass Mastoparan heterotrimere G-Proteine stimuliert (HIGASHIJIMA et al. 1988; 
WEINGARTEN et al. 1990), was zu einer großen Bandbreite an nachgeschalteten Effekten, 
ähnlich denen nach Rezeptor-vermittelter Aktivierung von Mastzellen, führt (siehe Kapitel 
2.2.2).  
Die β- und γ-Untereinheiten der G-Proteine führen über Aktivierung der PLC zu einem 
Anstieg der intrazellulären Ca-Konzentration, was wiederum die Exozytose auslöst 
(WEINGARTEN et al. 1990; FERRY et al. 2001). Daneben kommt es unter Beteiligung der 
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) und einer Syk (spleen tyrosine)-Kinase zur Aktivierung 
der cPLA2 (SHEFLER et al. 1998). Diese führt ihrerseits zur Freisetzung von FS aus der sn-2-
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Position der Phospholipide, welche nun für die 
Eicosanoidsynthese genutzt werden können (siehe 
Kapitel 2.2.5.2.2). Mastoparan beeinflusst auch die 
Polymerisation von F-Aktin. Es führt dabei zu einer 
Reorganisation des kortikalen Netzwerkes, was eine 
wichtige Voraussetzung für zelluläre Prozesse, 
einschließlich der Exozytose, darstellt (NORGAUER et 
al. 1992).  
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Mastoparan 
auch zur Bildung von ROS in Mastzellen führt. In 
diesem Zusammenhang kam es durch Stimulation des 
ROS-generierenden Enzyms NADPH-Oxidase (siehe 
Kapitel 2.2.6.2.3.1) zu einem Ca-abhängigen Anstieg 
der intrazellulären Superoxidkonzentration (KLINKER 
et al. 1994). SUZUKI et al. (2003) konnten ebenfalls 
zeigen, dass Antigen-aktivierte RBL-2H3-Mastzellen 
unter Beteiligung von Syk-Kinasen und der PI3K ROS 
bilden. Die Bildung der Sauerstoffspezies konnte durch 
selektive Inhibitoren (Piceatannol = Syk-Kinase-
Inhibitor; Wortmanin und LY294002 = PI3K-Inhibitor) 
der genannten Signalkomponenten unterbunden werden 
(SUZUKI et al. 2003).  
Mastoparan stellt somit einen potenten Stimulator für die Rezeptor-unabhängige 
Histaminausschüttung dar, führt weiterhin zur Neusynthese von Entzündungsmediatoren 
(Eicosanoide) und aktiviert die intrazelluläre Bildung von ROS. Aus diesen Gründen 
erscheint Mastoparan für die vorliegenden Versuche als Stimulator / Aktivator der C2-Zellen 
gut geeignet. 
2.2.5 Bedeutung von PUFA für die Funktion von Mastzellen 
In Fütterungsversuchen konnten durch die Zufuhr von PUFA positive Auswirkungen auf die 
klinischen Anzeichen der CAD festgestellt werden (siehe Kapitel 2.1.3.4).  
Die Ursache für die positiven Effekte in diesen in vivo Studien liegt u.a. in der Beeinflussung 
der Funktion von Mastzellen. So konnte bei in vitro Untersuchungen sowohl die Produktion 
von Entzündungsmediatoren, als auch die Aktivität dieser Mediatoren und ihre Freisetzung 
durch FS modifiziert werden. Der FS-Metabolismus scheint auch in pathogenetischer Hinsicht 
eine Rolle bei der CAD zu spielen. 
Abb. 2: Durch G-Protein-Aktivierung 
ausgelöste intrazelluläre 
Signaltransduktionswege (PI3K = 
Phosphatidylinositol-3-Kinase, cPLA2 = 
zytosolischen Phospholipase A2, PKC = 
Proteinkinase C, PLC = Phospholipase 
C, IP3 = Inositol-1,4,5-triphosphat, 
DAG = Diacylglycerol, ROS = Reaktive 
Sauerstoffspezies).  
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2.2.5.1 Struktur und Metabolisierung von PUFA 
Die funktionelle Bedeutsamkeit von langkettigen mehrfach ungesättigten FS (englisch: 
polyunsaturated fatty acids [PUFA]) beruht auf ihrer Struktur. Es handelt sich um 
Monocarbonsäuren, die aus einer Kohlenstoffkette und einer endständigen Carboxylgruppe 
bestehen. Als langkettig bezeichnet man FS mit mehr als 12 C-Atomen. Aufgrund des 
Vorhandenseins von mehreren Doppelbindungen (DB) im Molekül bezeichnet man die FS als 
mehrfach ungesättigt. Die Lage der DB im Molekül wird entweder über ihre Entfernung vom 
Methylende aus (n- oder ω-Zählweise) oder von der Carboxylgruppe aus (∆-Zählweise) 
bestimmt. Entsprechend werden FS einer FS-Familie zugeordnet. Die Vertreter dieser n3-, n6-
, n7- und n9- FS-Familien können von Säugetieren nicht ineinander, jedoch innerhalb ihrer 
Familie über Kettenverlängerung (Elongation) und Einfügung weiterer DB (Desaturierung) in 
ihre Metabolite überführt werden (Abb. 3; BAZAN et al. 1982). 
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Abb. 3: Stoffwechsel der n6- und n3-Fettsäuren; die gestrichelten Pfeile zeigen die β-Oxidation (PEREIRA et 
al. 2003). 
Aufgrund seiner enzymatischen Ausstattung kann der tierische Organismus keine 
Doppelbindungen einfügen, die weiter als 9 C-Atome vom Carboxylgruppenende entfernt 
sind. Demzufolge können solche essentiellen FS (Linolsäure [LA; C18:2n6] und α-
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Linolensäure [LE; C18:3n3]) nicht selbst synthetisiert werden und müssen mit der Nahrung 
zugeführt werden. Im Organismus selbst können sie unter der Wirkung von Desaturasen und 
Elongasen in ihre längerkettigen Metabolite überführt werden. Dabei werden die einzelnen 
FS-Familien durch die gleichen Enzyme umgesetzt. Desaturasen übertragen Elektronen 
enzymatisch auf ein Zielmolekül und bauen so eine DB ein. Je nach der Lage der eingebauten 
DB unterscheidet man die einzelnen Desaturasen. Der ∆6-Desaturase wird als 
geschwindigkeitsbestimmender Schritt im FS-Metabolismus eine Schlüsselrolle 
zugeschrieben (SARDESAI 1992; DUNBAR und BAUER 2002). Nach dem Einfügen der 
DB an der Position ∆6 können die gebildeten FS enzymatisch um zwei C-Atome verlängert 
werden (Elongation). Anschließend kann die ∆5-Desaturase eine weitere DB einfügen. 
Bei den atopischen Erkrankungen scheint eine grundlegende Störung des FS-Metabolismus 
vorzuliegen. So wiesen sowohl das Plasma und die Erythrozyten, als auch die epidermalen 
Phospholipide von an Atopie leidenden Menschen erniedrigte Konzentrationen an PUFA auf 
(MANKU et al. 1982; MANKU et al. 1984; OLIWIECKI et al. 1991; SCHAFER und 
KRAGBALLE 1991). Als Ursache wird hierbei eine verminderte Aktivität der für die 
Synthese von PUFA notwendigen Enzyme diskutiert. So konnte z.B. auch bei an CAD 
leidenden Hunden eine verminderte Umwandlung der Dihomogammalinolensäure (DHGL 
[C20:3n6]) zu Arachidonsäure (AA [C20:4n6]) festgestellt werden. Vergleichende 
Untersuchungen der erythrozytären FS-Zusammensetzung atopischer und gesunder Hunde 
deuteten auf eine verminderte Aktivität der ∆5- und ∆6-Desaturase bei den erkrankten Tieren 
hin (FUHRMANN et al. 2006). Die verminderten Enzymaktivitäten stellen eine mögliche 
Erklärung für die positiven Effekte der Substitutionsdiäten mit PUFA dar. Das in den 
vorliegenden Versuchen verwendete Zellkulturmodel weist einen ähnlichen Defekt im 
Enzymsystem auf. In diesem Zusammenhang konnten SEIDEL et al. (2005) feststellen, dass 
die C2-Zellen nicht in der Lage sind, AA (C20:4n6) in einem nennenswerten Umfang zu 
synthetisieren, ein Hinweis auf einen ∆5-Desaturasedefekt (SEIDEL et al. 2005a). Dieser 
Defekt ist ein weiteres Indiz für die gute Eignung der C2-Zellen als in vitro Modell für die 
CAD. 
2.2.5.2 Wirkung von PUFA auf Mastzellen 
PUFA üben vielfältige Wirkungen auf Zellen aus. In Abhängigkeit vom zeitlichen Abstand 
zur Zugabe der FS kann man dabei kurzfristige (bis 6 Stunden; englisch: short time effect), 
mittelfristige (bis 2 Tage) und langfristige (> 3 Tage; englisch: long time effect) Effekte 
unterscheiden. In Endothelzellen konnte innerhab von 6 Stunden nach Zufuhr hoher 
Konzentrationen an LA (C18:2n6; 90µM) ein starker Anstieg des intrazellulären ROS- und 
Ca-Spiegels sowie der Apoptoserate festgestellt werden (TOBOREK et al. 1997). Dabei 
handelt es sich um einen short time effect, die zugeführten FS wirken direkt als Stressor. 
Langfristige Effekte werden hingegen über den Einbau der FS in die Biomembranen der Zelle 
vermittelt. 
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2.2.5.2.1 Wirkung von PUFA auf die Membranzusammensetzung sowie die Ausschüttung 
von Entzündungsmediatoren  
Diätetisch zugeführte PUFA beeinflussen das zelluläre FS-Muster. Sie werden direkt oder 
nach ihrer Metabolisierung in die zellulären Membranen eingebaut und beeinflussen so die 
Eigenschaften der Membranen (GRAMMATIKOS et al. 1994a). Eine vermehrte Einlagerung 
von PUFA erhöht die Fluidität der Membranen (HOFFMAN et al. 1996). So konnte bei 
kultivierten Lymphozyten eine erhöhte Fluidität nach Zusatz von PUFA im Vergleich zu 
gesättigten FS festgestellt werden (CALDER et al. 1994). Die veränderte Membranfluidität 
beeinflusst sowohl die Funktion von Rezeptoren (DAS 2006a) als auch die Freisetzung 
spezifischer Mediatoren. Auf diese Weise wirken die Nahrungs-FS auch auf immunologisch 
wirksame Zellen.  
Bei Mastzellen z.B. beeinflusst die Veränderung der Membranlipide die Exozytose 
vorgefertigter Mediatoren und die Freisetzung neu synthetisierter Lipidmediatoren (GUECK 
et al. 2003a; GUECK et al. 2004b). Schon vor einiger Zeit wurde der Einfluss von PUFA auf 
die Mastzell-Mediatorproduktion und -ausschüttung bei C2-Zellen untersucht (GUECK et al. 
2003b). Dabei wurde gezeigt, dass die C2 LA (C18:2n6) und LE (C18:3n3) einbauen und in 
ihre längerkettigen Metabolite umwandeln. Nach LA-Supplementierung wurden eine erhöhte 
Tryptase-Aktivität und eine vermehrte Histaminfreisetzung gemessen, wohingegen die 
Tryptase-Aktivität, die Histaminfreisetzung und die PGE2–Produktion nach der 
Supplementierung mit LE (C18:3n3) erniedrigt waren. Auch andere Arbeitsgruppen erhielten 
ähnliche Ergebnisse an einer Maus- und einer Ratten-Mastzelllinie nach der Behandlung mit 
EPA (C20:5n3) (KAWASAKI et al. 1994; ISHIHARA et al. 1998) und auch kultivierte 
Granulozyten zeigten nach der Zufuhr von n3-FS eine erhöhte Histaminfreisetzung 
(SUGANO et al. 2000). 
2.2.5.2.2 Wirkung von PUFA auf die Synthese von Entzündungsmediatoren (Eicosanoide) 
Langkettige FS der n6-Familie wie AA (C20:4n6) und der n3-Familie wie EPA (C20:5n3) 
und DHA (C22:6n3) werden bevorzugt an der sn-2-Position (C2-Atom des Glyzerins) 
amphiphiler Membranphospholipide eingebaut. Nach Stimulation von Mastzellen, verbunden 
mit einem Anstieg der zytosolischen Ca-Konzentration, kommt es zur Translokation der 
cPLA2 an die Mastzellmembran (CHANNON und LESLIE 1990b), wo sie die Freisetzung der 
o.g. FS aus der sn-2-Position der Phospholipide katalysiert (siehe auch Kapitel 2.2.2 und 
2.2.4.1). Die weitere Umsetzung der freien FS erfolgt nun über verschiedene Enzymsysteme, 
die die FS in die wirksamen Entzündungsmediatoren (Eicosanoide) überführen. Durch die 
Prostaglandin-H-Synthetasen (PGHS; besitzen Cyclooxygenase- und Peroxidase-Aktivität) 
entstehen die Prostaglandine (PGs) und Thromboxane (TX). Über den Lipoxygenaseweg 
(LOX) werden die Leukotriene (LTBs) und FS-Hydroxide gebildet und mittels der 
Cytochrom-P450-Epoxygenase entstehen die FS-Epoxide. 
AA (C20:4n6), EPA (C20:5n3) und DGLA (C20:3n6) werden durch dieselben Enzymsysteme 
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metabolisiert. Ihre Produkte unterscheiden sich aber strukturell durch die Anzahl und Lage 
der Doppelbindungen. So entstehen aus EPA (C20:5n3) PGs und TX der Klasse 3 und LTBs 
der Klasse 5. DGLA (C20:3n6) führt zur Bildung von PGs und TX der Klasse 1 und LTBs der 
Klasse 3. Die Wirkung der Metabolite unterscheidet sich zum Teil erheblich von den aus AA 
(C20:4n6) gebildeten PGs bzw. TX der Klasse 2 und LTBs der Klasse 4 (CALDER et al. 
2002). Der proaggregatorische und vasokonstriktorische Effekt eines Thromboxans der 
Klasse 3 (TXA3) z.B. ist wesentlich schwächer ausgeprägt als bei dem entsprechenden 
Thromboxan der Klasse 2 (TXA2). Auch die Aktivität eines Leukotriens der Klasse 5 (LTB5) 
auf die Granulozytendiapedese und Adhäsion ist wesentlich geringer, als die des 
entsprechenden Leukotriens der Klasse 4. Die Zufuhr von PUFA führt demnach zu einer 
Beeinflussung des Eicosanoidmusters. In Versuchen mit den C2 konnte durch eine 
Supplementierung mit AA (C20:4n6) eine stark erhöhte Bildung von PGE2 gemessen werden, 
wohingegen eine Supplementierung mit EPA (C20:5n3) lediglich zu einer geringgradigen 
Erhöhung und der Zusatz von LA (C18:3n3) und DHA (C22:6n3) zu einer verminderten 
Produktion an PGE2 führten. Gut vergleichbare Ergebnisse, mit hoher PGE2-Produktion durch 
AA (C20:4n6), und erniedrigter PGE2-Produktion durch DHA (C22:6n3) konnten auch an 
humanen tumorösen Brustdrüsenzellen (MDA-MB-231) ermittelt werden (HORIA und 
WATKINS 2007). 
Zusammenfassend bewirkt offensichtlich eine Reduktion des membranären AA-Gehaltes mit 
einer korrespondierende Erhöhung der EPA- und / oder DGLA-Konzentration eine 
Modulation des Eicosanoidmusters zu weniger inflammatorisch wirkenden Eicosanoiden 
(DAS 2006b). Dies stellt wiederum eine Erklärung für die in Fütterungsversuchen 
festgestellten, positiven Effekte der n3-FS dar (siehe Kapitel 2.1.3.4). 
2.2.6 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies für Mastzellen 
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine Aktivierung von Mastzellen mit einem 
Anstieg der intrazellulären Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verbunden ist. 
Zahlreiche pharmakologische Stoffe, einschließlich gold compound, Substanz 48 / 80, 
Kalziumionophor A23187 und auch physiologische Mastzellstimuli, einschließlich 
Antigenkontakt, Nerve Growth Factor und Substanz P stimulieren die Produktion von ROS in 
Mastzellen (NIU et al. 1996; WOLFREYS und OLIVEIRA 1997; BROOKS und WHELAN 
1999; SUZUKI et al. 2003). Wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, führt auch Mastoparan zur 
Bildung von ROS.  
Für die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse ist die Tatsache, dass die Bildung 
intrazellulärer ROS durch PUFA beeinflussbar ist. Zahlreiche Autoren haben festgestellt, dass 
eine Zufuhr von PUFA zu einer gesteigerten Bildung von ROS führt. So können PUFA z.B. 
zu einer Depolarisation der inneren Mitochondrienmembran führen, was die ATP-Synthese 
beeinträchtigt und so zu einer erhöhten Produktion von ROS führt (GREEN und REED 1998). 
Eine Zunahme von PUFA im Gesamt-FS-Gehalt der Zelle führt weiterhin zur Zunahme der 
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Anfälligkeit der Zellen gegenüber oxidativen Schäden, da gerade FS mit einer hohen Anzahl 
an Doppelbindungen einer Oxidation durch ROS unterliegen und so zur Entstehung von 
Lipidperoxiden sowie deren Abbauprodukten führen (SHINOMURA et al. 1991; COCCO et 
al. 1999; NAKANO et al. 2005).  
Von großem Interesse sind die ROS, da sie unterschiedliche Signaltransduktionswege (z.B. 
MAPK- und der NF-ĸB-Signaltransduktionsweg; siehe Kapitel 2.2.6.3.1) in der Zelle 
beeinflussen (MULLER et al. 1997). Weiterhin wirken ROS sowohl auf die 
Mastzelldegranulation als auch auf die Synthese der Eicosanoide. So konnte in verschiedenen 
Studien eine verstärkte Histaminfreisetzung durch ROS nachgewiesen werden. Dieser 
Vorgang scheint durch eine ROS-bedingte Phosphorylierung von Proteinen vermittelt zu 
werden, die für den Sekretionsvorgang von Histamin aus den Mastzellgranula bedeutend sind 
(MATSUI et al. 2000). Mehrere Arbeiten konnten durch ROS auch eine erhöhte Freisetzung 
von AA (C20:4n6), der Ausgangssubstanz der Eicosanoide, aus den membranären 
Phospholipiden nachweisen. Die vermehrte AA-Freisetzung wiederum ist das Resultat einer 
gesteigerten Aktivität der cPLA2 (MARTINEZ und MORENO 2001). Auch die weitere 
Umsetzung der AA (C20:4n6) zu Eicosanoiden durch die PGHS wird durch ROS beeinflusst, 
da die Cyclooxigenase-Aktivität der PGHS durch ROS gefördert wird (SMITH 1992). 
2.2.6.1 Arten reaktiver Sauerstoffspezies 
ROS sind kleine, diffusionsfähige, ubiquitär vorkommende Moleküle, die in praktisch allen 
Zellarten durch verschiedene Enzymsysteme erzeugt werden. Die im Zusammenhang mit 
oxidativem Stress auftretenden ROS zeichnen sich durch ihre hohe chemische Reaktivität aus. 
Im Folgenden werden die wichtigsten ROS näher erläutert: 
2.2.6.1.1 Superoxidradikale 
Superoxidradikale (O2-·) entstehen durch die univalente Reduktion von molekularem 
Sauerstoff. Dieser Prozess verläuft entweder enzymabhängig (NADPH-Oxidase oder 
Xanthin-Oxidase) oder auch nichtenzymatisch an redoxsensitiven Komponenten, wie der 
semi-Ubiquinon-Komponente der mitochondrialen Elektronentransportkette (DROGE 2002). 
O2-· können in biologischen Geweben nichtenzymatisch spontan zu Wasserstoffperoxid 
dismutieren. Daneben wandelt auch die Superoxiddismutase (SOD) O2-· in 
Wasserstoffperoxid um, was die spontane Dismutationsgeschwindigkeit erheblich steigert und 
somit einen wesentlichen Einfluss auf die intrazelluläre O2-·-Konzentration hat. O2-· stellen im 
Vergleich zu anderen ROS ein mildes Redoxmittel mit geringer zytotoxischer Kapazität dar 
(HAMPTON und ORRENIUS 1998).  
2.2.6.1.2 Wasserstoffperoxid 
Wasserstoffperoxid (H2O2) entsteht durch direkte enzymatische Bildung oder durch spontane 
oder SOD-katalysierte Dismutation von O2-·. H2O2 ist im Vergleich zu O2-• ein reaktiveres 
Oxidationsmittel. Es kann sehr leicht durch biologische Membranen diffundieren und führt 
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zur Oxidation von Membranbestandteilen und Enzymen, zu DNA-Schäden, sowie zur 
Inhibition membranärer Transportvorgänge (MILLER und BRITIGAN 1997). Im Jahr 1934 
stellten HABER und WEISS die Theorie auf, das O2-· bei Anwesenheit von H2O2 direkt zu 
dem stark toxischen Hydroxylradikal reagieren können.  
2.2.6.1.3 Hydroxylradikal 
Die Hauptquellen für die Bildung von Hydroxylradikalen (OH·) stellen einerseits die 
Metallionen-katalysierte FENTON-Reaktion und andererseits die Reaktion von hypochloriger 
Säure (HOCl) mit O2-· dar (HAMPTON et al. 1998).  
OH· sind hoch reaktiv, aber ihre Ausbreitung über Diffussion ist limitiert, so dass sie nach 
Bildung in einem biologischen System nur kurze Distanzen überwinden können, um auf ein 
oxidierbares Substrat zu treffen. Dies impliziert, dass OH· in der direkten Nachbarschaft eines 
zellulären Zielmoleküls generiert werden müssen, um bei diesem einen Schaden 
hervorzurufen (MILLER und BRITIGAN 1997). Ein Mechanismus, über den Zellschäden 
auch in anderen Kompartimenten der Zelle ausgelöst werden, ist die Initiation einer 
kaskadenartigen Reaktion (Lipidperoxidation; siehe Kapitel 2.2.6.3.2), in deren 
Zusammenhang die OH· die Hauptinitiatoren darstellen.  
2.2.6.2 Intrazelluäre Quellen reaktiver Sauerstoffspezies 
Im Wesentlichen stellen drei verschiedene endogene Quellen die Hauptbildungsorte für ROS 
dar:  
• die Reaktionen der Atmungskette in den Mitochondrien (oxidative Phosphorylierung) 
• ROS-generierende Reaktionen der Peroxisomen  
• ROS-produzierende Enzyme (NADPH-Oxidase und Cytochrom-P450-Mono-
oxygenasen) 
2.2.6.2.1 Mitochondrium 
An der inneren Mitochondrienmembran werden Elektronen von den Reduktionsäquivalenten 
Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) und Flavinadenindinukleotid (FADH2) schrittweise 
auf molekularen Sauerstoff (O2) übertragen. Dieser Elektronentransport wird zur Generierung 
eines Protonengradienten genutzt. Das Energiepotential, das sich aus dem Gradienten ergibt, 
wird zur ATP-Synthese verwendet. Unvermeidbare Nebenprodukte dieses physiologischen 
Prozesses sind ROS (O2-·, H2O2, OH•). Mehr als 1012 O2-Moleküle werden täglich in jeder 
einzelnen Zelle (Angabe für Rattenzelle) verbraucht, wobei es zu einem nahezu 2 %-igen 
Verlust von partiell reduzierten O2-Molekülen kommt. Dies entspricht 2 x 1010 O2-· und H2O2-
Molekülen pro Tag (AMES et al. 1993). 
2.2.6.2.2 Peroxisom 
Eine weitere endogene Quelle von ROS stellen die Peroxisomen dar. Es handelt sich dabei um 
kleine (Durchschnitt 200-500 nm), mit einer einfachen Membran umhüllte Vesikel, die sich 
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im Zytoplasma der Zelle befinden. Sie enthalten ca. 60 Monooxygenasen und Oxidasen, die 
den oxidativen Abbau von FS und Alkohol katalysieren. Dabei entstehendes H2O2 wird 
entweder über das namensgebende Enzym Peroxidase oder über die Wirkung der Katalase 
entgiftet. Veränderungen in der Membranzusammensetzung oder ein starker Anstieg 
oxidativer Substrate können jedoch auch zu einer Diffusion von H2O2 in andere 
Zellkompartimente führen (SIES 1974; SCHRADER und FAHIMI 2006). 
2.2.6.2.3 ROS-produzierende Enzyme 
Als dritte Quelle sind verschiedene intrazelluläre Enzyme zu nennen. Von besonderer 
Bedeutung ist die NADPH-Oxidase. 
2.2.6.2.3.1 NADPH-Oxidase 
Die NADPH-Oxidase katalysiert die Produktion von O2-· durch univalente Reduktion von O2 
unter Nutzung von NADPH als Elektronendonator. Sie besteht aus zwei membrangebundenen 
Untereinheiten, der gp91phox und p22phox (PHOX = PHagocyte OXidase) und drei 
zytosolischen Komponenten, p47phox, p67phox, p40phox. In stimulierten Zellen kommt es zur 
Aktivierung der NADPH-Oxidase, indem die zytosolischen Komponenten zur Membran 
migrieren und die membranassoziierten Komponenten binden (SUZUKI et al. 2003). 
Über immunhistochemische Untersuchungen und Western-Blot-Analysen unter Verwendung 
von anti-p47phox-Antikörpern konnte auch in Mastzellen das Vorhandensein der p47phox-
Komponente nachgewiesen werden (FUKUISHI et al. 1997). Die Verwendung von 
Diphenyleneiodoniumchlorid (DPI), einem Hemmstoff für Flavoprotein-beinhaltende 
Oxidoreduktasen, führte in verschiedenen Mastzelllinien zur Hemmung der ROS-Bildung 
nach Stimulation. Neben der NADPH-Oxidase hemmt DPI jedoch auch die durch die NO-
Synthase und die mitochondriale Elektronentransportkette gebildeten ROS. Der Einsatz 
spezifischer Hemmstoffe, wie L-NG-monomethylarginine (L-NMMA) für die NO-Synthase 
und Rotenon für die mitochondriale Elektronentransportkette führte jedoch zu keiner 
nennenswerten Verminderung der ROS-Bildung (SUZUKI et al. 2003). Diese Ergebnisse 
zeigen, dass auch in Mastzellen die NADPH-Oxidase eine wichtige Quelle für die Bildung 
von ROS darstellt. Wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, kann der in den Versuchen verwendete 
Mastzellstimulator Mastoparan die NADPH-Oxidase aktivieren und somit zur O2-·-Bildung 
führen. 
2.2.6.2.4 Identifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies in aktivierten Mastzellen 
Wie in Kapitel 2.2.6 erwähnt, bilden aktivierte Mastzellen ROS. Um die unterschiedlichen 
ROS nach Mastzellaktivierung zu identifizieren, verwendeten verschiedene Autoren 
antioxidativ wirkende Testsubstanzen. SUZUKI et al. (2003) führten ihre Versuche mit 
Ebselen, einer Glutathionperoxidase-mimetischen Selen-Reagenz, durch. Dieses Antioxidans 
fängt selektiv Peroxide ab (SCHEWE 1995). Ebselen konnte in Mastzellen die 
Peroxidbildung dosisabhängig hemmen. Anders als DPI (siehe auch Kapitel 2.2.6.2.3.1), hatte 
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Ebselen jedoch nur einen sehr geringen Effekt auf die Ausschüttung präformierter 
Mastzellmediatoren (Histamin und β-Hexosaminidase). Da zahlreiche Studien (WOLFREYS 
und OLIVEIRA 1997; MATSUI et al. 2000; YOSHIMARU et al. 2002) eine Abhängigkeit 
dieser Mediatorausschüttung von ROS festgestellt haben, liegt die Vermutung nahe, dass 
neben Peroxiden andere ROS bei der Mastzelldegranulation maßgeblich beteiligt sind. Da 
DPI bekannterweise ein starker Inhibitor der O2-•-Bildung ist, stellt O2-• einen wichtigen 
Kandidaten dar. Für die Degranulation von entscheidender Bedeutung sind aber nach 
Versuchen von WOLFREYS und OLIVEIRA (1997) auch OH•, die über die FENTON-
Reaktion aus H2O2 generiert werden (siehe Kapitel 2.2.6.1.3). Spezifische Eisenchelatoren 
wie Desferrioxamin konnten nämlich zu einer starken Verminderung der 
Mediatorausschüttung von Mastzellen führen. 
2.2.6.3 Wirkungen reaktiver Sauerstoffspezies 
Wie in Kapitel 2.2.6 erwähnt, besitzen ROS vielfältige Wirkungen. Neben der Beeinflussung 
intrazellulärer Signalwege wirken sie auch auf die zellulären Lipide, Proteine und die DNA. 
Hohe Konzentrationen von ROS können eine Apoptose auslösen.  
2.2.6.3.1 Beeinflussung intrazellulärer Signalwege durch reaktive Sauerstoffspezies 
Auch wenn mittlerweile bekannt ist, dass eine Vielzahl der intrazellulären Signalwege redox-
abhängig ist, wurden bislang keine von diesen so genau untersucht wie die im Folgenden 
näher erläuterten MAPK- und NF-ĸB-Signaltransduktionswege. Viele Redoxeffekte in Zellen 
sind entweder direkt oder indirekt über diese Signalwege vermittelt (MULLER et al. 1997).  
2.2.6.3.1.1 Reaktive Sauerstoffspezies und NF-ĸB 
Die NF-ĸB / Rel-Proteine stellen eine Familie von Transkriptionsfaktoren dar, über die die 
Regulierung diverser Gene, die zum einen eine Schlüsselrolle in der Pathogenese von 
Entzündungen und zum anderen in der Regulation von Zellzyklus, Proliferation und Apoptose 
einnehmen, erfolgt (MEYRICK und MAGNUSON 1994). In unstimulierten Zellen wird die 
nukleäre Lokalisationssequenz von NF-ĸB durch ein inhibitorisches Protein (IĸB) zytosolisch 
gebunden. ROS können NF-ĸB aktivieren, indem sie zu einer Dissoziation von IĸB führen. 
Über diesen Weg wirken ROS auf spezifische Gene, die u.a. auch die Apoptose induzieren 
können. Nach Einwirkung von H2O2, UV-Licht und ionisierender Strahlung konnte ein 
verstärkter Abbau von IĸB festgestellt werden (BONIZZI et al. 1996). An einer T-Zelllinie 
konnte gezeigt werden, dass bereits mikromolare Konzentrationen von H2O2 zu einer 
erhöhten NF-ĸB-Aktivität führen, welche sich in einer erhöhten DNA-Bindungs-Aktivität 
ausdrückte (MULLER et al. 1997).  
2.2.6.3.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies und die Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase 
Einen weiteren Angriffspunkt von ROS stellt der Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase-(MAPK) 
Signalweg dar (KIM et al. 2005). Verschiedene Studien konnten über diesen Signalweg eine 
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Aktivierung einer ganzen Reihe unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren, die auch für die 
Apoptose von Bedeutung sind, nachweisen. Es konnten vier verschiedene MAPK-
Unterfamilien identifiziert werden: ERK, JNK / SAP-Kinase, p38-Kinase und die große 
MAPK (BMK / ERK5). Die Aktivierung der einzelnen MAPK erfolgt nach auslösender G-
Protein-Aktivierung kaskadenartig. Die Extracellular-Regulated-Kinases (ERK) und die p38-
MAPK regulieren die Expression so genannter „früher Gene“ (c-Fos und c-Jun), welche durch 
Heterodimerisierung das Apoptose-induzierende Transkriptions-Aktivator-Protein-1 (AP-1; 
siehe Kapitel 2.2.6.3.3.3) bilden. Diverse Studien konnten Angriffspunkte von ROS in die 
MAPK-Kaskade aufzeigen. So beschleunigen ROS den Austausch von Guanosindiphosphat 
(GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) an G-Proteinen (RAO 1996), was die MAPK-
Signalkaskade in Gang setzt (LANDER 1997).  
2.2.6.3.2 Wirkung von ROS auf Lipide - die Lipidperoxidation 
Für die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse ist die Wirkung gebildeter ROS auf die 
FS der Biomembranen. ROS können an den FS eine autokatalytische Kettenreaktion, die so 
genannte Lipidperoxidation, die in drei Phasen, die Initiation, die Propagation und die 
Termination einteilbar ist, initiieren (DAS 1999). Vorraussetzung für die Auslösung einer 
solchen Kettenreaktion ist, dass die Radikale eine ausreichende Reaktivität besitzen, um ein 
Wasserstoffatom an einer α-Methylengruppe eines Lipids abzuspalten. Durch den Verbleib 
eines ungepaarten Elektrons am Kohlenstoffatom der FS entstehen so Lipidradikale (L·) 
(Initiation). 
LH + ROS•  →  L• + H-ROS 
Diese können eine molekulare Restrukturierung erfahren, indem sie mit O2 zu 
Peroxylradikalen (LOO•) reagieren. 
L• + O2  →  LOO• 
LOO• können weitere Wasserstoffatome angrenzender FS-Seitenketten abspalten und so eine 
Kettenreaktion auslösen. Dabei bildet sich jeweils ein neues Lipidradikal, und als relativ 
stabile Zwischenprodukte die Lipidhydroperoxide (LOOH) (Propagation). Ein einzelner 
initialer Radikalangriff kann demnach zu einer Kettenreaktion unter Beteiligung hunderter 
FS-Ketten führen. Die Fortsetzung und das Ausmaß der Kettenreaktion sind abhängig von 
verschiedenen Faktoren, wie dem Lipid-Protein-Verhältnis der Membran, der FS-
Zusammensetzung, der O2-Konzentration und der Präsenz von Antioxidatien. 
LOO• + LH  →  LOOH + L• 
In Anwesenheit von zweiwertigem Eisen zerfallen LOOH zu OH- und Lipidalkoxiradikalen 
(LO•), die sich unter Freisetzung neuer L• zu Hydroxylipiden (LOH) stabilisieren 
(ESTERBAUER et al. 1993; HALLIWELL und CHIRICO 1993b). 
LOOH + Fe2+  →  LO• + OH- + Fe3+ 
LO• + LH  →  LOH + L• 
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Am Ende der Kettenreaktion ist der gesamte O2 und alle Sauerstoffspezies verbraucht und die 
L• reagieren zu einem nicht-radikalischen Produkt, dem Lipid-Dimer (L-L) (Termination). 
L• + L•  →L-L 
Antioxidantien unterbrechen die Kettenreaktion, indem sie ein Wasserstoffatom zur 
Verfügung stellen und sich als Antioxidansdimere (A-A) stabilisieren.  
2 L• + 2 AH  →  2 LH + A-A 
Die thermodynamisch favorisierte Stelle für den Angriff von Lipidperoxylradikalen auf FS ist 
die so genannte bis-allyl-methylen-Position (zwischen zwei benachbarten Doppelbindungen). 
Hier ist die Carbon-Hydrogen-Bindungsenergie am niedrigsten (GARDNER 1989; 
KOPPENOL 1990). Ein geeignetes Maß für den Vergleich der Anfälligkeit von FS gegenüber 
einem radikalischem Angriff ist der so genannte MBI (Methylene Bridge Index), die 
durchschnittliche Anzahl der bis-allyl-methylen-Positionen. Zellen die einen hohen Gehalt an 
PUFA haben und somit eine große Anzahl an Doppelbindungen aufweisen, haben demzufolge 
auch einen größeren MBI (KELLEY et al. 1995). Ein weiterer wichtiger Parameter für die 
oxidative Anfälligkeit ist das Verhältnis des α-Tocopherol-(α-TOH) Gehaltes der Zelle zu der 
Anzahl der bis-allyl-methylen-Positionen. Mit steigender Ungesättigtheit der FS sinkt die 
Ratio, so dass die Menge an verfügbarem α-TOH zum Schutz der bis-allyl-methylen-
Positionen abnimmt (WAGNER et al. 1994b).  
Die durch die Oxidation von Lipiden hervorgerufenen Schäden in den Membranen führen zu 
einer Senkung des Membranpotentials und zu einem unkontrollierten Ionenaustausch, was in 
den meisten Fällen zu einer Störung der Integrität der Zellmembran mit all ihren 
Folgereaktionen führt (z.B. Apoptose). 
2.2.6.3.3 Bedeutung von ROS für die Apoptose 
Eine Überproduktion von ROS in der Zelle löst den programmierten Zelltod (Apoptose) aus.  
2.2.6.3.3.1 Mitochondrial-vermittelte Apoptose 
Bei der mitochondrial-vermittelten Apoptose kommt es durch verschiedene Initiatoren, wie 
ROS, Ca, p53 und ATP-Abfall zu einer Öffnung von Porenkomplexen an der 
Mitochondrienmembran. Zu diesen auch als „mitochondrial permeability transition pores“ 
(mPTP) bezeichneten Proteinkomplexen gehört der „adenin nukleotid translocator“ (ANT) an 
der inneren Mitochondrienmembran, der „voltage dependend anion channel“ (VDAC) an der 
äußeren Mitochondrienmembran, Cyclophillin-D des Matrixraumes sowie zytosolische Hexo- 
und Kreatinkinasen (CROMPTON 1999; HALESTRAP et al. 2000; TSUJIMOTO et al. 2006; 
OTT et al. 2007).  
Angriffspunkt von ROS sind kritische SH-Gruppen im ANT (HALESTRAP und 
BRENNERB 2003; ORRENIUS et al. 2007). Darüber hinaus konnte für O2-• und H2O2 eine 
direkte Wirkung auf die VDACs festgestellt werden, da die Zufuhr selektiver VDAC-
Hemmstoffe eine durch diese ROS induzierte Öffnung der mPTPs vollständig verhinderte 
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(MADESH und HAJNOCZKY 2001). Die Oxidation führt zur Öffnung der Porenkomplexe. 
Es kommt zum Einstrom von Ionen, was zu einem Zusammenbruch des Protonengradienten 
an der inneren Mitochondrienmembran und damit zur Unterbrechung der Atmungskette führt. 
Dies führt wiederum zu einem ungehinderten Einstrom von H2O aus dem Intermembranraum 
in den Matrixraum des Mitochondriums, zur Expansion des Matrixraums, und damit zur 
Ruptur der mitochondrialen Membranen. Intermembranproteine wie Cytochrom-C, apoptosis 
inducing factor (AIF), SMAC / Diablo und die Procaspase-9 gelangen ins Zytosol und 
initiieren die eigentliche Apoptosekaskade. Das freigesetzte Cytochrom-C bildet mit dem 
zytosolischen Protein „apoptose activating factor“ (Apaf1), der Procaspase-9 und ATP das so 
genannte Apoptosom. Die Procaspase-9 wird proteolytisch aktiviert und freigesetzt, sie 
aktiviert wiederum die Procaspasen-3, -6 und -7 (SUSIN et al. 1999; TSUJIMOTO et al. 
2006). Die Caspase-3 nimmt eine Schlüsselrolle ein. Sie schneidet die Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP), ein Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbrüchen bindet, in 
zwei Bruchstücke. Diese Reaktion wird auch zum Nachweis der Apoptose verwendet (siehe 
Kapitel 2.2.6.5.3). 
2.2.6.3.3.2 p53-vermittelte Apoptose 
Der Transkriptionsfaktor p53 wurde 1979 von LANE und LEVINE entdeckt (LANE und 
CRAWFORD 1979; LINZER und LEVINE 1979). p53 reguliert nach DNA-Schädigung die 
Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus und an der DNA-Reparatur 
beteiligt sind (LANE 1992). Wird p53 jedoch zu stark angehäuft und kommen weitere 
Faktoren wie ROS hinzu, aktiviert p53 den Apoptose-Regulator BAX, der wiederum in Form 
einer Signalkaskade Caspasen aktiviert und so eine Apoptose auslöst (FERBEYRE und 
LOWE 2002). 
2.2.6.3.3.3 AP-1-vermittelte Apoptose 
Wie bereits in Kapitel 2.2.6.3.1.2 beschrieben, können ROS über den MAPK-Signalweg zur 
Expression früher Gene (c-Fos und c-Jun) führen, welche durch Heterodimerisierung das 
Transkriptions-Aktivator-Protein-1 (AP-1) bilden. AP-1 reguliert die Expression 
verschiedener Gene, indem es an eine spezifische DNA-Sequenz, die so genannte „AP-1-
Binding site“ bindet. Die Anlagerung des AP-1-Komplexes an die DNA induziert die 
Expression verschiedener Gene, darunter auch typischer Vertreter der Apoptosegene (Bcl2; 
MULLER et al. 1997). 
2.2.6.4 Antioxidative Schutzmechanismen 
Antioxidantien stellen wichtige Gegenspieler für ROS dar. Unter physiologischen 
Konditionen existiert ein Gleichgewicht zwischen der Menge an ROS, die im Rahmen des 
Zellmetabolismus entstehen, und der Menge an Antioxidantien, die Gewebe vor oxidativen 
Schäden schützen (GUTTERIDGE und HALLIWELL 1989). Zu den Antioxidantien zählen 
sowohl nichtenzymatische als auch enzymatische Schutzmechanismen (SIES 1997). Daneben 
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existieren antioxidativ wirkende Proteine, die Metallionen binden und so deren pro-oxidative 
Wirkung neutralisieren (Transferrin für Eisenionen, Ceruloplasmin und Albumin für 
Kupferionen; ANTONIADES et al. 2003). Im Folgenden werden die wichtigsten 
Antioxidantien näher erläutert: 
2.2.6.4.1 Superoxiddismutase  
Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Reaktion von 2 O2-· zu H2O2 und O2 
(MARKLUND et al. 1982; FATTMAN et al. 2003). Die SOD wirkt daneben auch hemmend 
auf Signaltransduktionswege der Zelle. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von 
NF-кB (siehe Kapitel 2.2.6.3.1.1) durch die SOD blockiert werden kann. Eine Überexpression 
der SOD führte zu einer stark verminderten NF-кB-Aktivierung nach Stimulation (ALLEN 
und TRESINI 2000). 
2.2.6.4.2 Katalase 
Die Katalase stellt ein subzellulär lokalisiertes Enzym dar, welches vorwiegend in den 
Peroxisomen von Säugetierzellen vorkommt (CZECZOT et al. 2006). Sie besitzt zwei 
enzymatische Aktivitäten, abhängig von der Konzentration an H2O2. Wenn eine hohe H2O2–
Konzentration vorliegt, katalysiert sie die Reaktion zu H2O und O2. Bei niedrigen H2O2-
Konzentrationen und bei Anwesenheit geeigneter Wasserstoffdonatoren, wie z.B. Ethanol, 
Methanol oder Phenol, führt sie zu deren Oxidation (NORDBERG und ARNER 2001). 
2.2.6.4.3 Glutathion-System 
Das Glutathion-System stellt den effektivsten zellulären antioxidativen Mechanismus dar und 
basiert auf einer dynamischen Balance zwischen der reduzierten (GSH) und der oxidierten 
Form (GSSG) des Glutathions. Die Oxidation von GSH zu GSSG schützt vor der Schädigung 
wichtiger biologischer Zellkomponenten durch ROS sowie vor der irreversiblen Oxidation 
von Sulfhydrylgruppen in Proteinen. Dabei stellt GSH das Substrat für verschiedene 
antioxidative Enzyme dar: die Glutathionperoxidase (GPX), die Phospholipid-Hydroperoxid-
Glutathion-Peroxidase und die Glutathion-S-Transferase (LEAF und WEBER 1988). Da die 
antioxidative Kapazität des Glutathions abhängig ist von seiner reduzierten Form, wird 
gebildetes GSSG durch die Glutathionreduktase (GR) wieder zu GSH reduziert 
(NORDBERG und ARNER 2001; MEISTER und TATE 1976; ROSS 1986).  
2.2.6.4.4 α-Tocopherol und Ascorbinsäure 
Vitamin E ist der Oberbegriff für eine Wirkstoffgruppe, der Tocopherole und Tocotrienole 
angehören. Bei α-Tocopherol (α-TOH) handelt es sich um ein fettlösliches Vitamin, das 
vorwiegend in biologischen Membranen vorkommt. Es enthält eine Hydroxylgruppe, die mit 
ungepaarten Elektronen reagieren kann und diese dabei reduziert. Bei der Reaktion mit 
Lipidperoxylradikalen wird es dabei unter Entstehung von TOH-Radikalen oxidiert. Aufgrund 
der großen Menge oxidierbarer FS-Moleküle sind wirkungsvolle Recycling-Mechanismen für 
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Vitamin E nötig. Seit 1968 ist bekannt, das Vitamin C TOH regeneriert (TAPPEL 1968). 
Vitamin C bzw. Ascorbinsäure ist im Gegensatz zu TOH ein wasserlösliches Vitamin. Es 
stellt ein wichtiges Antioxidans im Plasma dar. Es kann sowohl α-TOH, als auch Peroxide 
und O2-· reduzieren. Die Hauptfunktion liegt hierbei im Schutz vor der Entstehung von 
Lipidhydroperoxiden, indem es α-TOH-Radikale reduziert, wobei es selbst zu einem 
Ascorbylradikal oxidiert wird. Zwei Ascorbylradikale reagieren miteinander unter Entstehung 
von Ascorbinsäure und Dehydroascorbinsäure. Der wichtigste Recycling-Mechanismus für 
Vitamin C ist die Reduktion von Dehydroascorbinsäure durch Glutathion (STAHL und SIES 
1997).  
2.2.6.4.5 Antioxidantien und ihr Einfluss auf Mastzellen 
In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass α-TOH die Reaktivität von Mastzellen 
beeinflusst. In diesem Zusammenhang konnte die Histaminausschüttung von C2-Zellen 
sowohl mit als auch ohne Zufuhr von Mastoparan durch den Zusatz von RRR-α-TOH (100 
µM) reduziert werden (GUECK et al. 2002). Auch bei Ratten-Mastzellen konnte die durch 
den Stressor Compound 48 / 80 induzierte Histaminausschüttung durch den Zusatz von α-
TOH-Succinat (50 µM) um 70 % vermindert werden (RANADIVE und LEWIS 1982). Auch 
eine verminderte Produktion von PGD2 konnte in den C2-Zellen nach Zusatz von α-TOH 
(100 µM) nachgewiesen werden (GUECK et al. 2002). Die Prostaglandinsynthese basiert auf 
der Aktivität der PGHS. Die Aktivität der PGHS kann durch die intrazelluläre Konzentration 
von Lipidperoxiden beeinflusst werden (KULMACZ und WANG 1995). Somit ist es 
durchaus denkbar, dass eine Zufuhr von α-TOH die Aktivität der PGHS durch eine Hemmung 
der ROS-induzierten Bildung von Lipidperoxiden direkt inhibiert. Weiterhin konnte in den 
C2-Zellen durch den Zusatz von α-TOH die Chymaseaktivität, jedoch nicht die 
Tryptaseaktivität herabgesetzt werden. Vermutlich liegt hierbei eine direkte Interaktion von α-
TOH und dem Enzym zugrunde. Auch andere Autoren konnten, spezifisch für die Chymase, 
eine Beeinflussung des aktiven Zentrums durch nichtpeptidische Ketone feststellen 
(AKAHOSHI et al. 2001). Daneben besteht auch die Möglichkeit, dass α-TOH einen 
hemmenden Effekt auf die Expression der Chymase ausübt. Es wird vermutet, dass ein TOH-
sensitiver Transkriptionsfaktor oder eine TOH-abhängige Promotorregion hierfür 
verantwortlich ist (AZZI 2001). Diese Resultate deuten darauf hin, dass α-TOH die 
Produktion und Freisetzung von Entzündungsmediatoren in den C2-Zellen vermindert. 
2.2.6.5 Nachweisverfahren zur Detektion von Reaktiven Sauerstoffspezies, 
Lipidperoxiden und Apoptose 
In der vorliegenden Arbeit wurden canine Mastozytomzellen der Linie C2 als in vitro Modell 
für die Entzündungsvorgänge der allergisch bedingten Hauterkrankung CAD verwendet. 
Gegenstand der Untersuchungen war der Einfluss einer Supplementierung mit PUFA auf die 
Bildung intrazellulärer ROS und Lipidperoxide bei Aktivierung der Mastzellen mit 
Mastoparan. Weiterhin wurden mögliche FS-abhängige Effekte einer Mastzellaktivierung auf 
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Abb. 4:  Reaktionen von DCHF-DA. 
die Apoptose näher untersucht. Für die Quantifizierung von ROS, Lipidperoxiden und 
apoptotischen Zellen stehen unterschiedliche Verfahren zu Verfügung, die im Folgenden 
näher erläutert werden. 
2.2.6.5.1 Detektion von ROS 
Für den Nachweis von ROS existiert eine Vielzahl von Methoden. Man kann dabei zwischen 
Fluoreszenzmethoden, chemischen, physikalischen und enzymatischen Methoden 
differenzieren.  
In kultivierten Zellen, aber auch in präparierten Geweben können Fluoreszenzfarbstoffe zur 
Detektion von ROS verwendet werden. So kann z.B. die konfokale Mikroskopie zur 
topographischen Lokalisation von ROS herangezogen werden. Neben dieser 
semiquantitativen Methode kann man über Mikrotiterplatten-Fluorimeter oder im 
fluorescence activated cell sorter (FACS) sehr genaue quantitative Aussagen treffen 
(MUNZEL et al. 2002). Für die Durchführung dieser Methoden sind verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe etabliert, wobei einige dieser Stoffe durch ihre Spezifität auch 
Aussagen über die Art der beteiligten ROS erlauben.  
Das Fluorescin-Derivat 2´7´-
dichlorodihydrofluorescin-Diazetat 
(DCFH-DA) ist der am häufigsten 
verwendete Fluoreszenzfarbstoff zur 
Detektion von ROS (JAKUBOWSKI et 
al. 1999; HEMPEL et al. 1999). DCHF-
DA kann unter kontrollierbaren 
Bedingungen oxidiert und so zum 
Fluoreszieren gebracht werden. Nach 
Diffusion des Farbstoffes in die Zelle 
wird die Acetatgruppe durch 
intrazelluläre Esterasen hydrolytisch 
abgespalten. Das nicht fluoreszierende 
Dichlorodihydrofluorescein (DCFH) 
kann so durch ROS zum Fluorochrom 
Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert 
werden (HEMPEL et al. 1999). Durch Anregung mit Licht der Wellenlänge 485 nm kann die 
Fluoreszenz von DCF bei einer 
Emissionswellenlänge von 535 nm 
detektiert werden. DCFH-DA kann durch eine Vielzahl verschiedener ROS einschließlich 
H2O2, Stickstoffoxid und Peroxynitrtit oxidiert werden kann (LEBEL et al. 1992). 
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Ein weiterer häufig verwendeter Fluoreszenzfarbstoff ist Rhodamin 123. Dieses 
Rhodaminderivat zeichnet sich dadurch aus, dass es zu einer selektiven Färbung von 
Mitochondrien führt (JOHNSON et al. 1980). 
Bei der Chemilumineszenz handelt es sich um ein chemisches Nachweisverfahren (ALLEN et 
al. 1972), das auf der Reaktion von ROS mit einem Lumineszenzfarbstoff (auch als 
Luminophor bezeichnet) beruht. Dieser wird oxidiert und gibt Photonen ab, die mit einem 
Luminometer detektiert werden können, so dass eine quantitative Aussage über gebildete 
ROS möglich ist (PAVELKOVA und KUBALA 2004).  
Die Elektronen-Spin-Resonanz (ESR), auch als Elektronen-Paramagnetische-Resonanz (EPR) 
bezeichnet, beruht auf der Detektion ungepaarter Elektronen. Bei Bestrahlung mit 
elektromagnetischen Wellen (Mikrowellen) können die Elektronen von ihrem niedrigen auf 
ein hohes Energieniveau übergehen. Ihr Elektronenspin kehrt sich dabei um, wenn die nötige 
Energie erreicht wird (Resonanz). Bei Resonanz entsteht ein Absorptionssignal der 
Mikrowellen mit einem Peak im ERS-Spektrum. Dieses Spektrum ist charakteristisch für das 
jeweilige Radikal (FREJAVILLE et al. 1995; LIU et al. 1999; DIKALOV et al. 2005). 
Daneben können ROS auch über enzymatische Methoden nachgewiesen werden. Hierzu zählt 
die Reduktion von Cytochrom-C. O2-· führen dabei zu einer durch die SOD inhibierbaren 
Reduktion von Cytochrom-C. Dies kann spektrophotometrisch durch einen Anstieg der 
Absorption bei 550 nm gemessen werden (HOLLMANN et al. 2001). Beim 
Nitroblautetrazolium-Test (NBT-Test) handelt es sich um ein semiquantitatives, 
mikroskopisches Verfahren. Der zellpermeable, hydrophile Farbstoff wird durch intrazellulär 
gebildete O2-·- reduziert, wodurch es zur Bildung des blauvioletten, schwerlöslichen 
Formazans kommt, das dann mikroskopisch erfasst werden kann (BAEHNER et al. 1976). 
In der vorliegenden Arbeit wurde 2´7´-dichlorodihydrofluorescin-Diazetat (DCFH-DA) 
verwendet (siehe Kapitel 3.2.5). 
2.2.6.5.2 Detektion von Lipidperoxiden 
Es steht eine Vielzahl von Strategien zum Nachweis von Lipidperoxiden zur Verfügung. 
Prinzipiell können die bei der Lipidperoxidation entstehenden Oxidationsprodukte direkt oder 
über Folgereaktionen detektiert werden. Der Zerfall von Lipidperoxidprodukten, wie 
Lipidhydroperoxiden und Endoperoxiden führt zur Entstehung von Oxidationsprodukten wie 
Alkoholen, Ketonen und Aldehyden. Zwei bedeutsame Endprodukte, das 4-Hydroxy-2-
Nonenal (Fragment des Methylendes der FS) und das Hydroperoxidabbauprodukt 
Malondialdehyd (MDA; Fragment der Kohlenstoffkette der FS) werden häufig zur 
Quantifizierung der stattgefunden Lipidperoxidation verwendet (MEAGHER und 
FITZGERALD 2000).  
Die MDA-Messung ist dabei die am häufigsten verwendete Methode zum Studium der 
Lipidperoxidation. Im Laufe der Oxidation von Lipidketten mit mehr als 2 isolierten 
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Doppelbindungen entsteht ein Lipidperoxyl-Radikal. Dieses kann sich zu einem zyklischen 
Lipidperoxid stabilisieren, aus dem ein bi-zyklisches Endoperoxid hervorgeht. Im sauren 
Milieu und bei hohen Temperaturen werden die Endoperoxide gespalten und MDA wird 
freigesetzt. MDA kann nach Zusatz von Thiobarbitursäure (TBA) zu einem 
rotfluoreszierenden Addukt reagieren (Abb. 5). Da eine Vielzahl anderer Verbindungen, wie 
Sialinsäure, Prostaglandine, Thromboxane und Desoxyribose mit TBA reagieren, wird der 
Begriff Thiobarbiturat-Reaktive Substanzen [englisch: thiobarbituric acid reactive substances 
(TBArS)] verwendet. Unter definierten Testbedingungen, wie niedrigem pH-Wert und einer 
Erhitzungsphase von mindestens 20 min über 90°C kann man davon ausgehen, dass MDA 
den Hauptreaktionspartner der TBA darstellt. Das MDA-TBA-Addukt kann 
absorptionsspektroskopisch bei 532 nm bzw. fluorszenzspektroskopisch bei 553 nm detektiert 
werden. Um die Sensitivität weiter zu erhöhen, kann der Test mit einer Hochleistungsflüssig-
Chromatographie (HPLC) oder einer gaschromatographischen Massenspektrometrie (GC / 
MS) kombiniert werden. MDA kann so vor der Reaktion mit TBA von anderen 
Reaktionspartnern separiert werden (BIRD und DRAPER 1984; WONG et al. 1987). 
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Abb. 5: Reaktion von Malondialdehyd mit 2-Thiobarbitursäure zu dem fluoreszierenden MDA-TBA-
Addukt. 
Neben dem Nachweis von Oxidationsprodukten kann die Lipidperoxidation über den Abbau 
bzw. Verlust von ungesättigten FS verfolgt werden. Für die Quantifizierung wurden 
verschiedene chromatographische Methoden (z.B. Dünnschichtchromatographie) etabliert. 
Darüber hinaus werden verschiedene spektroskopische Verfahren genutzt, um den zeitlichen 
Verlauf der Lipidperoxidation zu beobachten. Die im Verlauf der Oxidation von mehrfach 
ungesättigten FS-Ketten entstehenden konjugierten Diene absorbieren ultraviolette Strahlung 
im Bereich von 230 bis 235 nm (HALLIWELL und CHIRICO 1993a). 
Für den Nachweis von Lipidperoxiden wurde in der vorliegenden Arbeit der TBArS-Test 
durchgeführt (siehe Kapitel 3.2.6).  
2.2.6.5.3 Detektion apoptotischer Zellen 
Für den Nachweis von apoptotischen Zellen sind in der Literatur unterschiedliche Methoden 
beschrieben. Im Folgenden werden die wichtigsten Nachweisverfahren näher erläutert: 
• Apoptosefärbungen (Annexin V; Narcissus pseudonarcissus [NPn] Lektin; TUNEL-
Technik) 
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• Nachweis spezifischer Spaltprodukte von Apoptosemarkerenzymen (Poly-[ADP-
Ribose]-Polymerase [PARP])  
• Single cell gel elektrophoresis (Comet-Assay).  
Der Verlust der Integrität der zellulären Plasmamembran stellt ein frühes Zeichen der 
Apoptose dar. Phosphatidylserin (PS), das unter normalen Bedingungen auf der 
zytoplasmatischen Seite der Membran lokalisiert ist, tritt dabei vermehrt in der nach außen 
gerichteten Membranseite auf. Das Protein Annexin V bindet spezifisch an PS. Der Nachweis 
von PS an der Zelloberfläche dient somit dem Nachweis der Apoptose. Durch Kopplung von 
Annexin V an einen Fluoreszenzfarbstoff können apoptotische Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch oder durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.  
Apoptotische Zellen zeigen im Gegensatz zu lebenden Zellen eine erhöhte Sensitivität 
gegenüber Schwankungen des pH-Wertes und exponieren nach kurzer Säurebehandlung 
Bindungsstellen für ein Narcissus pseudonarcissus (NPn) Lektin. Die Instabilität der 
Zytoplasmamembran gegenüber Säure und die Bindung von NPn-Lektin repräsentieren daher 
ebenfalls frühe Merkmale des programmierten Zelltodes. Mit Fluorescein-5-isothiocyanat 
(FITC) markierte NPn-Lektine sind in der Lage, hochsensitiv apoptotische Zellen bzw. 
Zelllinien nachzuweisen (HEYDER et al. 2003).  
Eine weitere häufig verwendete Methode stellt der so genannte TUNEL-Test (terminale 
desoxyribosyl-transferase [TdT] mediated dUTP nick end labeling test) dar. Bei dieser 
Technik werden Einzelstrangbrüche in der genomischen DNA nachgewiesen, die durch die 
Aktivität von Nukleasen entstehen. Das Enzym TdT hängt an die entstehenden freien Enden 
Digoxygenin-markierte Desoxyuridintriphosphat-(dUTP) Nukleotide an. 
Immunhistochemisch kann unter Verwendung von anti-Digoxigenin-Antikörpern eine 
quantitative Auswertung vorgenommen werden (POZAROWSKI et al. 2004).  
Ein weiteres Verfahren ist die Detektion von Spaltprodukten der nukleären Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase (PARP; siehe Kapitel 2.2.6.3.3.1), welche auch als Apoptose-
Markerenzym bezeichnet wird. Eines der frühen Apoptosestadien ist gekennzeichnet durch 
eine spezifische Proteolyse des PARP-Enzyms durch Caspase-3. Immunhistochemisch lässt 
sich das enzymatische Spaltprodukt der PARP über Fluorochrom-markierte Antikörper 
nachweisen (BOEHM J 2008). 
Bei der single cell gel elektrophoresis (SCGE) handelt es sich um eine einfache, schnelle und 
sensitive Technik zur Analyse und Quantifizierung apoptotisch-bedingter DNA-Schäden. 
OSTLING und JOHANSON (1984) entwickelten diese elektrophoretische Detektionstechnik 
1984 und gaben ihr aufgrund des typischen Erscheinungsbildes der untersuchten Zellen 
(Anhäufung intakter DNA gefolgt von schweifartiger Anordnung von DNA-Bruchstücken) 
den Namen Comet-Assay. Das Prinzip des Comet-Assays beruht darauf, dass Zellen in 
Agarose eingebettet, lysiert und einem elektrischen Feld ausgesetzt werden. Während der 
Elektrophorese wandert die negativ geladene DNA zum Pluspol. Chromosomale DNA ist 
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jedoch zu groß, um als Ganzes im elektrischen Feld zu wandern. Nur geschädigte, 
bruchstückhafte DNA ist in der Lage, aus dem Zellkern herauszuwandern. Unter dem UV-
Mikroskop erscheinen die mit Ethidiumbromid angefärbten Zellen mit einem Schweif aus 
DNA-Bruchstücken (OSTLING und JOHANSON 1984; SINGH et al. 1988). Die Länge des 
Schweifes korreliert mit dem Schädigungsgrad der DNA.  
Die Auswertung des Tests erfolgt über die graduelle Differenzierung der Schweiflänge einer 
repräsentativen Anzahl von Zellen. Über die anschließende Berechnung eines Scores kann so 
eine Aussage über den Schädigungsgrad der gesamten Zellprobe vorgenommen werden.  
Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde zur Detektion apoptotischer Zellen der Comet-
Assay durchgeführt (siehe Kapitel 3.2.7). 
2.3 Zusammenfassung der Literaturübersicht und Zielstellung 
Zahlreiche in vivo Versuche zeigten durch den Zusatz von PUFA eine positive Beeinflussung 
der Symptomatik an CAD erkrankter Hunde (siehe Kapitel 2.1.3.4). Die Ursache hierfür 
wurde in verschiedenen in vitro Versuchen untersucht. In diesen konnte sowohl die 
Produktion von Entzündungsmediatoren, als auch deren Aktivität und Freisetzung durch 
PUFA modifiziert werden (siehe Kapitel 2.2.5). 
Demgegenüber zeigten WOLFREY et al. (1997), dass in aktivierten Mastzellen ROS gebildet 
werden, die ebenfalls die Mastzellfunktionen beeinflussen können. Sie steigerten die 
Histaminausschüttung und beeinflussten auch die de novo Synthese von Eicosanoiden (siehe 
Kapitel 2.2.5.2). Auch für Antioxidantien, insbesondere für α-TOH konnte ein Einfluss auf 
Mastzellen festgestellt werden (siehe Kapitel 2.2.6.4.5). Dies führt zu der 1. These, dass für 
die Atopie Mastzellfunktionen redoxsensibel sind. 
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Anzahl gebildeter ROS durch eine 
Supplementierung mit PUFA beeinflussbar ist. Zahlreiche Autoren vertreten dabei die These, 
dass eine Zunahme der genannten FS im Gesamt-FS-Gehalt der Zelle zu einer Zunahme der 
Anfälligkeit der Zellen gegenüber oxidativen Schäden führt. Gerade FS mit einer hohen 
Anzahl an Doppelbindungen und somit einem erhöhten Methylene Bridge Index (siehe 
Kapitel 2.2.6.3.2) unterliegen einem Angriff durch ROS und wirken begünstigend auf die 
Entstehung von Lipidperoxiden sowie deren Abbauprodukten (SHINOMURA et al. 1991; 
COCCO et al. 1999; NAKANO et al. 2005). Dies führt zur 2. These, dass spezifische 
oxidative Parameter je nach Art der zugesetzten PUFA unterschiedlich reagieren. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit caninen Mastozytomzellen der Linie C2 als in vitro 
Modell für die Entzündungsvorgänge allergisch bedingter Hauterkrankungen den Einfluss von 
PUFA auf oxidative Parameter zu untersuchen.  
Da die Zufuhr von PUFA zu einem Einbau dieser FS und ihrer über Desaturasen und 
Elongasen gebildeten Metabolite in die zellulären Membranen führt, ist die Wirkung auf die 
oxidativen Parameter nicht nur über die zugesetzten FS, sondern auch über ihre Metabolite 
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vermittelt. Aus diesem Grund wurde nach der Supplementierung mit PUFA das FS-Muster 
der C2-Zellen gaschromatographisch bestimmt. 
Versuchsbegleitend wurde weiterhin der Gehalt an α-TOH in den Zellen und im Medium 
gemessen. 
Als zugrundeliegender Reaktionsweg in den Zellen wird vermutet, dass es nach Zufuhr 
spezifischer Stimuli (wie Mastoparan) zu einer Aktivierung der cPLA2 kommt, wodurch es 
innerhalb weniger Sekunden zu einer Freisetzung der nach Zusatz von PUFA in die zellulären 
Membranen eingebauten FS kommt (IRVINE 1982). Diese freigesetzten FS können die 
intrazelluläre ROS-Generation induzieren (siehe Kapitel 2.2.6.2). Die gebildeten ROS können 
u.a. auf die Phospholipide der Membran wirken und zur Entstehung von Lipidradikalen und 
Lipidperoxiden führen (siehe Kapitel 2.2.6.3.2). Schließlich üben die gebildeten Radikale und 
Lipidperoxide einen Einfluss auf die Integrität der DNA / Apoptose aus. 
Entsprechend des aufgezeigten Reaktionsweges sollte der Einfluss von PUFA auf oxidative 
Parameter durch: 
•  die quantitative Bestimmung von ROS, 
•  die quantitative Bestimmung von Lipidperoxiden, 
•  und die Untersuchung FS-abhängige Effekte auf die DNA-Integrität / Apoptose, 
untersucht werden. 
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3 Eigene Untersuchungen 
3.1 Material 
Bei den durchgeführten Versuchen wurde größtenteils auf Materialien der Firmen 
BIOCHROM AG Berlin, CARL ROTH GmbH Karlsruhe, SIGMA-ALDRICH Taufkirchen, 
MERCK Darmstadt und VARIAN Darmstadt zurückgegriffen (siehe Anhang). 
3.2 Methoden 
3.2.1 Kultur caniner Mastozytomzellen  
Die verwendeten caninen Mastozytomzellen der Zelllinie C2 wurden von Prof. W. M. GOLD 
vom Cardiovascular Research Institute and Department of Medicine der Universität 
Californien in San Francisco zur Verfügung gestellt. Die Entwicklung dieser Zelllinie aus 
einem Mastzelltumor des Hundes wurde bereits beschrieben (siehe Kapitel 2.2.3). Es handelt 
sich hierbei um eine permanente Zelllinie nicht adhärenter Mastozytomzellen mit den für 
Mastzellen charakteristischen Eigenschaften (DEVINNEY und GOLD 1990a). 
3.2.1.1 Zusammensetzung der Zellkulturmedien 
Als Anzuchtmedium für C2-Zellen diente Iscove´s Basalmedium, dem 25 mM HEPES 
(pH 7,4), 1,6 mM Histidin, 100 U / ml Penicillin und 100 U / ml Streptomycin sowie 10 % 
fötales Kälberserum (FKS) zugesetzt wurde. 
Das Medium zur Dauerkultivierung (DEH) bestand aus Dulbecco´s modified Eagle´s medium 
(eine 1:1 Mischung aus DMEM und HAM´s F12), welches bereits 0,14 µM Linolsäure 
enthielt. Dieses Medium wurde analog dem Anzuchtmedium supplementiert. Der Anteil an 
FKS betrug jedoch nur 5 %. Weiterhin erfolgte eine Zugabe von 0,14 µM α-Linolensäure in 
Ethanol (EtOH; Endkonzentration von EtOH im Medium maximal 0,1 %) und 5 µmol / l α-
TOH (Konzentrationen aller FS im Medium siehe Anhang). 
3.2.1.2 Anzüchtung der C2 
Die Zellen wurden nach der Entnahme aus den Flüssigstickstoffbehältern kurz angetaut und in 
10 ml FKS 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C, 
246 g, für 6 Minuten. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 5 ml Anzuchtmedium 
resuspendiert und in eine 25 cm2-Zellkulturflasche überführt. Die Kultivierung der Zellen 
erfolgte in diesem Medium in wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37°C unter Begasung 
mit 5 % CO2. Am 4. Tag der Kultivierung wurden erneut 4 ml des Anzuchtmediums 
zugegeben. Nach 8 Tagen wurden die Zellen aus den Kulturflaschen durch dreimaliges 
Spülen des Flaschenbodens mit dem Kulturmedium entnommen und mittels einer Neubauer-
Zählkammer gezählt. Anschließend wurde ein Aliquot mit einer Zelldichte von 0,5 x 106 / ml 
in frischem Anzuchtmedium resuspendiert und in 75 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät.  
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3.2.1.3 Gefrierkonservierung der C2 
Durch Kryokonservierung sollten möglichst viele Zellen in der gleichen Passage erhalten 
bleiben. Dazu wurde bei der Anzüchtung der C2 regelmäßig Zellsuspension aus den 
Kulturflaschen entnommen, für 6 Minuten bei 4°C und 246 g zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Jeweils ein Zellpellet wurde in 1 ml FKS unter Zusatz von 100 µl 
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in ein 1,5 ml-Kryogefäße überführt. Die 
Kryogefäße wurden im Anschluss bei –80°C für maximal 4 Wochen gelagert und 
anschließend bei –196°C in Flüssigstickstoffbehältern aufbewahrt. 
3.2.1.4 Dauerkultivierung der C2 
Nach Erhöhung des Anteils der lebenden Zellen in der Zellkultur auf über 85 % erfolgte die 
Kultivierung in dem Medium für die permanente Kultur (DEH).  
Die Zellen wurden hierzu in einer Dichte von 0,5 x 106 Zellen / ml Medium ausgesät, in zwei 
Fünfteln der berechneten Mediummenge resuspendiert und in eine 75 cm2-Zellkulturflasche 
überführt. Die Zugabe der restlichen drei Fünftel erfolgte am 4. Tag der Kultivierung. Der 
komplette Wechsel des Mediums erfolgte wiederum am Tag 8 der Kultivierung. Die 
Kulturbedingungen entsprachen denen der Anzüchtung (37°C, 5 % CO2, wassergesättigte 
Atmosphäre). 
3.2.1.5 Zellzahlbestimmung und Vitalitätstest mittels Trypanblau 
Wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, existieren verschiedene Methoden zur Bestimmung der 
Zellzahl bei kultivierten Zellen. Während der Kultivierung und Passagierung der C2 wurde 
auf einen optischen Nachweis mittels Zählkammer nach Neubauer und Trypanblau 
zurückgegriffen. Dafür wurden die Zellen aus den Kulturflaschen entnommen, das 
Kulturmedium abzentrifugiert (246 g, 6 Minuten, 4°C) und verworfen. Die Zellpeletts wurden 
im Anschluss in 20 ml phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS; siehe Material) 
resuspendiert. 10 µl dieser Zellsuspension wurden mit 10 µl Trypanblaulösung (0,4 % in 0,9 
%-iger Kochsalzlösung) vermischt und wiederum 10 µl der Mischsuspension in die 
Neubauer-Zählkammer überführt.  
Die Zahl der gefärbten und die Gesamtzahl der Zellen konnten unter einem Invertmikroskop 
bei 40-facher Vergrößerung bestimmt werden. Die Auszählung nichtgefärbter Zellen ergab 
die Lebendzellzahl. Unter Berücksichtigung des eingebrachten Volumens der 
Trypanblaulösung (10 µl) und der Zellsuspension (10 µl, Verdünnungsfaktor = 2), des 
Zählkammerfaktors (104) und des Gesamtvolumens der Zellsuspension (20 ml) konnte die 
Zellkonzentration pro ml nach folgender Gleichung berechnet werden: 
 
Lebendzellzahl   = lebende Zellen   x   2   x   Volumen   x   104 
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3.2.2 Mykoplasmennachweis 
Mykoplasmen stellen ein verbreitetes Problem als Kontaminanten von Zellkulturen dar. Zwar 
führen sie meist nicht zum Absterben der Wirtszellen, beeinflussen aber deren 
Lebensfähigkeit, Wachstum, Stoffwechsel und Morphologie. Um eine 
Mykoplasmenkontamination auszuschließen, wurde die Kultur mittels des Venor®GeM-
Mykoplasma Detection Kit getestet. Dieses Kit basiert auf dem Nachweis von Mykoplasmen-
DNA. Es handelt sich um eine PCR-Methode, bei welcher spezifische Primer die 
Verfielfältigung eines Abschnitts der 16S rRNA-Region des Mykoplasmengenoms 
ermöglichen. Das amplifizierte PCR-Produkt hat eine Größe von ca. 270 bp und kann im 
Anschluss im Agarosegel mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden. Da durch einen 
Antibiotikazusatz die Mykoplasmenkonzentration unter der Nachweisgrenze des Testes von 
2 x 103 Mykoplasmen / ml liegen und es somit zu falsch-negativen Ergebnissen kommen 
kann, wurden die Zellen vor Durchführung des Tests für zwei Passagen in antibiotikafreiem 
Medium kultiviert. 
Durchführung Mykoplasmennachweis: 
Zur Durchführung des Tests wurde die Zellsuspension mit einer Glaspipette aus den 
Zellkulturflaschen entfernt und in ein Bluecape überführt. Anschließend erfolgte eine 
Zentrifugation bei 1200 g und 4°C für 6 Minuten. 100 µl des Zellkulturüberstandes wurden in 
ein steriles Reaktionsgefäß überführt, 5 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt und 
anschließend für 5 Sekunden bei 13000 g zentrifugiert. Im Folgenden wurden 2 µl des 
Überstandes für den PCR-Test eingesetzt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 50 µl. Je 
Probe erfolgte ein Zusatz von 35,8 µl Wasser; 5,0 µl Reaktionspuffer; 5,0 µl Primer-
Nucleotid-Mix; 0,2 µl Taq-Polymerase (5 U / µl) und 2,0 µl Interne Kontroll-DNA. Nach 
Durchlauf des Thermocyclerprogramms wurden 5 µl des PCR-Reaktionsansatzes, gemischt 
mit Brom-Phenolblau-Ladepuffer pro Bahn in einem 1,5 %-igem Agarosegel aufgetragen. 
Nach dem Lauf bei 100 V erfolgte die Auswertung. 
3.2.3 Fettsäurensupplementierung  
Um den Einfluss verschiedener FS zu untersuchen, wurde das DEH-Medium folgendermaßen 
supplementiert: 
Linolsäure 20 µM DEH-LA 
α-Linolensäure 20 µM DEH-LE 
Arachidonsäuren 20 µM DEH-AA 
n3-Eicosapentaensäure 20 µM DEH-EPA 
Alle FS wurden als ethanolische Lösung (0,1 %) im DEH-Medium zugesetzt. Die Gesamt-FS-
Konzentration betrug in DEH 41,20 µm und in den mit FS supplementierten Medien demnach 
61,20 µM. Die Zellen wurden in den mit FS supplementierten Medien 8 Tage kultiviert.  
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3.2.3.1 Einbaukontrolle der Fettsäuren  
Nach der 8-tägigen Kultivierung der C2-Zellen in den supplementierten Medien erfolgte eine 
Kontrolle ihrer FS-Zusammensetzung. Dazu wurden die Zellen mittels Glaspipette aus der 
Zellkulturflasche entnommen, dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend auf eine 
Zellzahl von 1 x 107 Zellen eingestellt. Nach Zentrifugation der Proben (246 g, 4°C, 
6 Minuten) wurde der Überstand verworfen, das Zellpelett in 1 ml Aqua bidest. resuspendiert 
und bei -80°C eingefroren. Die Bestimmung des FS-Spektrums erfolgte 
gaschromatographisch, nachdem die Proben zunächst für 18 Stunden in der 
Gefriertrocknungsanlage bei 1 mbar lyophilisiert worden waren. 
Anschließend erfolgte eine Umesterung des erhaltenen Lyophilisat durch Zusatz von 500 µl 
methanolischer Salzsäure und unter Zugabe von 250 µl n-Hexan sowie 500 µl Internen 
Standard (L-α-Phosphatidylcholin-C17:0) für 30 Minuten im Wasserbad bei 85°C. Nach 
Abkühlung wurden weitere 500 µl Hexan sowie 1 ml Aqua bidest zugefügt und die so 
erhaltenen Mischungen bei 3500 g zentrifugiert. Im Anschluss konnte die überstehende 
Hexanphase abgenommen und unter Stickstoffbegasung eingeengt werden. Die Residuen 
wurden in 60 µl n-Hexan wiederaufgenommen und in Gaschromatographie-Probenröhrchen 
überführt. Die Messung und Quantifizierung der gebildeten FS-Methylester (FAME) erfolgte 
am Gaschromatographen (GC) 3800 VARIAN auf einer Omegawax-Trennsäule TM 320. 
Zur Auswertung der Chromatogramme wurde das Programm Star 5.0® von VARIAN 
verwendet. Dabei diente der Standardpeak C17:0 als Referenzpeak, anhand dessen die 
relativen Retentionszeiten der FS ermittelt wurden. Nach Blindwertkorrektur erfolgte die 
Umrechnung der Konzentrationen der FAME auf die Konzentrationen der FS in nmol FS pro 
1 x 107 Zellen mit Hilfe der molaren Massen. Zusätzlich wurde die Konzentration der 
ermittelten FS in Gewichtsprozent angegeben (genauer Angaben zum Verfahren siehe 
SEIDEL et al. 2005a). 
3.2.3.2 Berechnung des Methylen Bridge Index (MBI) 
Aus dem prozentualen Anteil der FS nach gaschromatographischer Bestimmung und der 
Anzahl der bis-allyl-methylen-Positionen der jeweiligen FS wurde der MBI berechnet (siehe 
Kapitel 2.2.6.3.2). 
 
Gewichts-% Anzahl der 
MBI = der FS nach x bis-allyl-methylen-Positionen  
GC-Bestimmung der FS 
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3.2.4 Bestimmung von α-Tocopherol  
Zur Bestimmung der α-TOH-Konzentration wurde eine Hochleistungsflüssig-
chromatographie (HPLC) unter Verwendung einer Anlage der Firma Knauer durchgeführt. 
Probenvorbereitung : 
Zur Probenvorbereitung wurden die Zellen nach einer Kultivierungsdauer von 8 Tagen in den 
FS-supplementierten Medien durch mehrmaliges Spülen mit der Glaspipette vom 
Flaschenboden gelöst und in ein Bluecape überführt. Anschließend erfolgte die Zentrifugation 
der Zellsuspension bei 246 g und 4°C 6 Minuten. Vom Überstand wurden 1000 µl zur 
Bestimmung der α-Tocpoherol-Konzentration im Medium abgenommen. Der Rest des 
Überstandes wurde verworfen. Nach zwei Waschschritten mit jeweils 20 ml PBS-Puffer 
erfolgte die Bestimmung der Zellzahl (siehe Kapitel 3.2.1.5). Im Anschluss wurden 4 x 106 
Zellen zentrifugiert und das Pelett mit 2000 µl PBS-Puffer resuspendiert. Ein Aliquot (1000 
µl; 2 x 106 Zellen) diente der Proteinbestimmung und ein weiteres Aliquot (1000 µl; 2 x 106 
Zellen) der Bestimmung der α-Tocpoherol-Konzentration. 
Durchführung der α-Tocopoherol-Bestimmung: 
Die Eppendorfgefäße, in denen sich das reine Zellmedium (1000 µl) befand, wurden für 
mindestens 2 Stunden bei -80°C eingefroren und anschließend lyophilisiert (min. 6 Stunden). 
Im Anschluss wurden die Proben in jeweils 200 µl Phosphatpuffer sowie 10 µl 
Buthylhydroxytoluol (BHT) resuspendiert und einer Flüssigextraktion unterzogen. 
Durch Zentrifugation der Eppendorfgefäße bei 19000 g erfolgte die Trennung in Zellpelett 
und Überstand. Zu den ca. 20 µl Zellpellet wurden jeweils 180 µl Phosphatpuffer und 10 µl 
BHT zupipettiert. Der Zellaufschluss erfolgt in dieser Lösung mit einem 
Ultraschallhomogenisator für 15 Sekunden ungepulst bei 50 % Leistung. Das Homogenat 
wurde anschließend einer Flüssigextraktion unterzogen. Mit den Überständen der 
Zellsuspension wurde anolog den Medienproben verfahren. 
Bei allen Proben erfolgte eine Flüssigextraktion durch Zusatz von je 300 µl Ethanol und 400 
µl Hexan. Zusätzlich wurden jeweils 100 µl Interner Standard 100 µg / ml (α-TOH-Acetat, 
Fa. Fluka) zupipettiert. Nach dem Ausschütteln und Zentrifugieren wurden 300 µl Hexan-
Überstand abgenommen, unter Stickstoff eingeengt, mit 250 µl Methanol wieder gelöst und 
mittels Autosampler in das HPLC-System injiziert. 
Die Analyte wurden an einer Reversed-Phase-C18-Säule aufgetrennt. Die Detektion erfolgte 
mit einem Fluoreszenzdetektor der Firma Shimadzu. Für die Erstellung der 
Standardeichkurven wurde Serumkalibrator der Firma RECIPE, München, unter Zusatz von 
Internem Standard eingesetzt. Aus den Peakflächen wurden nach der Methode des Internen 
Standards unter Verwendung der Knauer-Software „Chromgate“ die α-TOH-Konzentrationen 
berechnet (µg α-TOH / ml Analysenlösung). 
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Das verwendete Dauerkultumedium (DEH) enthielt keine messbare α-TOH-Konzentration. 
Durch den Zusatz von α-TOH (5 µM ≙ 0,00215 mg / ml DEH) und den Eintrag über den 5 %-
igen Zusatz von FKS (0,27 µg α-TOH / ml) konnte eine Konzentration von 2,34 ± 0,16 µg /ml 
(MW ± SD; n = 6) im Grundmedium und in den mit PUFA-supplementierten Medien 
gemessen werden. 
3.2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Um bei der relativ geringen Zellzahl einen möglichen Fehler durch das Zählen der Zellen in 
der Zählkammer zu reduzieren, wurde der ermittelte Gehalt an α-TOH auf die Proteinmenge 
bezogen. Dafür wurde das zweite Aliquot für eine Proteinbestimmung herangezogen (nach 
BRADFORD 1976). Die Methode nutzt die Eigenschaft des Farbstoffs Coomassie Brilliant 
Blau G250, seine Extinktion durch Bindung an Proteine zu ändern. Diese Extinktion korreliert 
über weite Bereiche mit der Proteinkonzentration und kann photometrisch bei 595 nm 
gemessen werden. 
Zum Einsatz kam der Protein-Assay der Firma Bio Rad Laboratories (München). Das 
enthaltene Farbstoffkonzentrat wurde nach Herstellerangaben verdünnt und filtriert. Zur 
Quantifizierung des Proteingehaltes in den mit Lysispuffer behandelten Zellen wurde als 
Standard bovines Serumalbumin in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 20, 30, 40, 50, 60, 
80 und 100 µg / ml. 
3.2.5 Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies – Fluorescein-Assay  
Für den Nachweis von ROS wurde das Fluorescin-Derivat 2´7´-dichlorodihydrofluorescin-
Diazetat (DCFH-DA) verwendet (siehe Kapitel 2.2.6.5.1). Die dabei ermittelten 
Fluorezenzwerte von DCF in CPS (counts per second) stellen ein Maß für die Menge an 
gebildeten ROS dar. Um die C2 vor der Durchführung des Fluoreszenz-Assays möglichst 
geringen Stress auszusetzen, sollten die Zellen so wenig wie möglich manipuliert werden. 
Aus diesem Grund wurde auch auf eine Zellzählung mittels Zählkammer verzichtet. Die 
Zellen wurden bereits nach 4 Kultivierungstagen in die Fluoreszenzmessplatten (12-Well-
Platten) umgesetzt und in diesen bis zum Tag 8 weiterkultiviert. Die notwendigen 
Manipulationen am Messtag wurden damit auf ein Minimum reduziert. 
Im Rahmen von Vorversuchen wurden verschiedene andere Möglichkeiten zur Bestimmung 
der Zellzahl, die einen Rückschluss auf die Zellzahl am Messtag liefern, getestet. Zunächst 
erfolgte die Herstellung verschiedener Verdünnungsreihen der Zellsuspension zur 
Durchführung einer Trübungsmessung (siehe Kapitel 2.2.4). Die Mittelwerte der bei 595 nm 
gemessenen Extinktion zeigten jedoch bei einer Zelldichte > 0,5 x 106 Zellen eine relativ 
große Standardabweichung. 
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Abb. 6: Trübungsmessung bei 595 nm (MW ± SD; n = 6). 
Aus diesem Grund wurde der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (PJ) getestet. Wie in 
Kapitel 2.2.4 beschrieben, dient PJ dem selektiven Nachweis toter Zellen. Um einen 
Rückschluss auf die Lebendzellzahl bei Durchführung des Fluorescein-Assays zu 
ermöglichen, war es aus diesem Grund notwendig, zwei PJ-Fluoreszenzwerte zu ermitteln:  
• den ersten Wert (PJ1), der lediglich die Anzahl der toten Zellen repräsentiert und  
• einen zweiten PJ-Wert (PJ2), nach Durchführung des Fluorescein-Assays und 
Pemeabilisierung aller Zellen durch Zusatz der Detergenz Triton X, der die Anzahl aller 
Zellen im Versuchsgefäß repräsentiert. 
Durch die Berechnung der Differenz aus beiden Werten war ein Rückschluss auf die 
Lebendzellzahl möglich. 
PJ-Differenz = PJ2 − PJ1 
(Lebendzellzahl) (Gesamtzellzahl) (Totzellzahl) 
Durch Herstellung einer Verdünnungsreihe von Zellen bekannter Zellzahl (0,5-3 x 106 Zellen) 
und Messung der entsprechenden PJ-Werte (PJ1 und PJ2) konnte eine Referenzkurve mit der 
errechneten PJ-Differenz ermittelt werden (siehe Kapitel 4.6.1).  
Über die während des Fluorescein-Assays ermittelten PJ-Werte (PJ1 und PJ2) und die 
Errechnung der PJ-Differenz war anhand der Eichkurve ein Rückschluss auf die 
Lebendzellzahl während des Fluorescein-Assays möglich. Die ermittelten DCF-
Fluoreszenzmesswerte konnten so auf eine einheitliche Zellzahl korrigiert werden. 
Der Fluorescein-Assay wurde sowohl bei ungestressten (ohne Mastoparan) als auch bei mit 
Mastoparan gestressten C2 durchgeführt. Im Rahmen von Vorversuchen musste die optimale 
Konzentration des Stressors ermittelt werden. Dabei zeigte sich, dass der Unterschied der 
DCF-Fluoreszenz zwischen ungestressten und gestressten C2 bei niedrigen Konzentrationen 
an Mastoparan (< 25 µM) gering ausfiel. Höhere Konzentrationen an Mastoparan (50 µM) 
führten zwar zu einer weitaus stärkeren DCF-Fluoreszenz, allerdings stieg auch die Anzahl 
abgetöteter Zellen an. Aus diesem Grund wurde die Konzentration 25 µM gewählt.  
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Abb. 7:  DCF-Fluorezenz der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) (MW ± SD; bei 0 
und 25 µM n = 6; bei 50 µM n = 3). 
Durchführung des Fluorescein-Assays: 
Die Zellen wurden nach 4-tägiger Kultivierung mit einer Glaspipette durch dreimaliges 
Spülen vom Kulturflaschenboden gelöst und in ein Bluecape überführt. Anschließend erfolgte 
die Bestimmung der Zellzahl (siehe Kapitel 3.2.1.5). Das Kulturmedium wurde durch 
Zentrifugation bei 246 g, 4°C und 6 Minuten entfernt. 
Für den Fluorescein-Assay wurde im Anschluss eine 12-Well-Platte mit 1 x105 Zellen pro 
Well in 900 µl des FS-supplementierten Mediums pro Well befüllt. Die Kultivierung in diesen 
Platten erfolgte über weitere 4 Tage (37°C, 5 % CO2). 
Am Tag 8 der Kultivierung wurde jedes einzelne Well mit 10 µl einer 5 µM DCFH-DA-
Lösung und 40 µl einer 0,01 %-iger PJ-Lösung versetzt und anschließend für 1 Stunde im 
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Danach konnte durch Anregung der Proben bei 
einer Wellenlänge von 530 nm die PJ-Fluoreszenz bei 620 nm am Perkin Elmer Victor2 1420 
Multilabel Counter bestimmt werden (1. PJ-Wert). Anschließend wurde in jedes Well 100 µl 
Mastoparan (25 µM) bzw. 100 µl Puffer (Zellen ungestresst) pipettiert und die Platte weitere 
45 Minuten im Brutschrank inkubiert. Bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm wurde 
die DCF-Fluoreszenz bei 535 nm erfasst. Nach Abschluss wurden alle Zellen durch die 
Zugabe einer 1 %-igen Triton X-Lösung permeabilisiert und nach weiteren 20 Minuten wurde 
erneut die PJ-Fluoreszenz gemessen (2. PJ-Wert). 
3.2.6 Bestimmung von Lipidperoxiden – TBArS-Test 
Um Lipidperoxide nachzuweisen, wurde der Test zur Bestimmung der Thiobarbiturat-
Reaktiver Substanzen (TBArS) angewendet (siehe Kapitel 2.2.6.5.2). Während der 
Erhitzungsphase des Tests kann es duch Dekomposition von Lipidperoxiden zur Entstehung 
freier Radikale kommen, die wiederum zur Bildung weiterer Lipidperoxide führen. Je höher 
der Grundgehalt an Lipidperoxiden ist, desto stärker fällt demnach der amplifizierende Effekt 
aus (GUTTERIDGE und QUINLAN 1983). Um diese Verstärkung zu verhindern, wurde das 
antioxidativ wirkende Butylhydroxytoluol (BHT) zugesetzt. Im Rahmen von Vorversuchen 
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wurden verschiedene Konzentrationen des Stressors getestet, dabei waren bei niedrigen 
Mastoparankonzentrationen (< 50 µM) bzw. ungestressten Zellen keine TBArS messbar.  
Durchführung des TBArS-Tests: 
Für die Durchführung des Tests wurden die Zellen nach 8-tägiger Kultivierung mittels einer 
Glaspipette durch dreimaliges Spülen mit dem Kulturmedium vom Flaschenboden gelöst und 
in ein Bluecape überführt. Anschließend erfolgte die Ermittlung der Zellzahl (siehe Kapitel 
3.2.1.5). Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (246 g und 4°C 6 Minuten), der Überstand 
verworfen, das verbleibende Zellpelett mit 900 µl Tyrodes Complete Puffer (TCP) 
resuspendiert und anschließend in Wheaton-Kulturröhrchen mit teflonbeschichtetem 
Schraubdeckel überführt.  
Danach erfolgte die Inkubation der Zellen mit 100 µl 50 µM Mastoparan für 60 Minuten im 
Brutschrank (37°C, 5 % CO2).  
Im Anschluss wurde jedes Röhrchen mit 50 µl 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung 
versetzt und gut geschüttelt. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von 20 µl 50 mM EDTA-Lösung 
und 150 µl 2 % BHT-Lösung. Für den Blindwert wurde ein Röhrchen mit entsprechend 900 
µl TCP befüllt und zum Volumenausgleich anstatt des Stressors mit 100 µl PBS-Puffer 
versetzt. Für die MDA-Standardproben wurden je 900 µl TCP verwendet, der mit 
verschiedenen Konzentrationen an MDA-Standardlösungen versetzt wurde. Anschließend 
wurde mit den Proben nach oben beschriebener Methode verfahren. Im Folgenden wurde zu 
allen Proben 1 ml frisch hergestellte 0,67 % (w / v) Thiobarbitursäure (gelöst in 10 % (w / v) 
Trichloressigsäure) gegeben. Danach wurden die verschlossenen Probenröhrchen 20 Minuten 
bei 90°C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben mit je 2 ml n-Butanol 
extrahiert. Dazu wurden sie dreimal für 10 Sekunden intensiv mit dem Vortexer geschüttelt. 
Zur Phasentrennung wurden die Proben ca. 10 Minuten bei Raumtemperatur belassen und 
anschließend 10 Minuten mit 2000 g zentrifugiert. Die organische Phase wurde abgenommen 
und in PS-Küvetten überführt. Für jede Probe wurde am Cary 50 UV-Spektrophotometer die 
Absorption zwischen 450 und 600 nm bestimmt und deren erste Ableitung gebildet. Die 
Bildung der ersten Ableitung wurde vorgenommen, um Fehler durch spektrale Interferenzen 
mit anderen Stoffen zu minimieren (BOTSOGLOU et al. 1994). 
Erstellen der MDA-Standardlösung: 
Die MDA-Standardlösung wurde, wie von ESTERBAUER und CHEESEMAN (1990) 
beschrieben, durch saure Hydrolyse aus 1,1,3,3-Tetraethoxypropan (TEP) hergestellt 
(ESTERBAUER und CHEESEMAN 1990). Dazu wurden 73,2 mg TEP mit 10 ml 0,1 N HCl 
versetzt, 10 min im kochenden Wasserbad inkubiert und anschließend schnell unter 
fließendem Wasser abgekühlt. Diese hydrolysierte Stammlösung (239 µg / ml MDA) wurde 
auf 100 ml mit Aqua bidest. aufgefüllt und konnte bis zum Versuchstag bei 4°C gelagert 
werden. 
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Zur Herstellung der Gebrauchslösung wurde am Versuchstag 1 ml der Stammlösung auf 100 
ml mit Aqua bidest aufgefüllt (2,39 µg / ml). Durch den Einsatz verschiedener Mengen an 
MDA-Gebrauchslösung (2 µl-50 µl) wie oben beschrieben konnte eine Standardkurve erstellt 
werden. 
3.2.7 Bestimmung der Apoptoserate - Comet-Assay 
Zum Nachweis Apoptose-bedingter DNA-Schäden wurde auf den Comet-Assay 
zurückgegriffen (siehe Kapitel 2.2.6.5.3). Um den Einfluss der FS-Supplementierung auf eine 
stressorinduzierte DNA-Schädigung zu untersuchen, wurden verschiedene Konzentrationen 
des Stressors (0; 3,125; 6,25; 12,5; 25 µM) eingesetzt. 
Durchführung des Comet-Assays: 
Vor Versuchsbeginn wurden die benötigten Pufferlösungen (Zusammensetzung siehe 
Anhang) hergestellt sowie die zu verwendenden Objektträger (OT) beschichtet. Hierzu 
wurden die OT nach der modifizierten Methode von TICE und VASQUEZ (1998) zunächst 
mit Alkohol entfettet, danach für 10 min in eine 1:10 mit Aqua bidest verdünnte Poly-L-
Lysinlösung  getaucht und anschließend 1 Stunde im Trockenschrank bei 60°C getrocknet 
(SINGH et al. 1988). Weiterhin wurden sie mit 110 µl Normalagarose (1 %-ig) beschichtet. 
Dafür wurde die Agarose zunächst bei 90°C verflüssigt, mit einer Pipette aufgetragen und mit 
einem Deckgläschen gleichmäßig auf dem OT verteilt. Nach dem Erkalten durch Lagerung im 
Kühlraum für mindestens eine halbe Stunde konnten die Deckgläschen vorsichtig zur Seite 
hin ziehend abgenommen werden. 
Zur Probenvorbereitung wurden die Zellen nach einer Kultivierungsdauer von 8 Tagen im FS-
supplementierten Medium durch mehrmaliges Spülen mit der Glaspipette vom Flaschenboden 
gelöst und in ein Bluecape überführt. Nach anschließender Bestimmung der Zellzahl mittels 
Trypanblaulösung in der Neubauer-Zählkammer wurden jeweils 2,25 x 105 Zellen in 90 µl 
Medium aufgenommen und in ein Eppendorfgefäß pipettiert. Nach Zugabe von 10 µl 
Mastoparan (25 µM) bzw. 5 µl (12,5 µM), 2,5 µl (6,25 µM) und 1,25 µl (3,125 µM) und 
Volumenausgleich mit PBS-Puffer wurden die Zellen anschließend für 30 min im 
Brutschrank (37°C, 5 % CO2) inkubiert. Die Reaktion wurde sofort im Anschluss durch 
Lagerung der Eppendorfgefäße auf Eis gestoppt. 40 µl der Zellsuspension wurden mit 70 µl 
0,5 %-iger Low-Melting Agarose, beides auf 37°C temperiert, gemischt und auf die 
vorbereiteten Objekträger aufgebracht. Nach Erkalten im Kühlraum über eine Dauer von ca. 
15 Minuten erfolgte das Auftragen einer weiteren Schicht Low-Melting Agarose. Nach 
Erstarren dieser Schicht erfolgte das Lysieren der Zellen. Dazu wurden die beschichteten 
Objektträger für 1 Stunde bei 7 °C in ein Lysepuffertauchbad (Gebrauchslösung; 
Zusammensetzung siehe Anhang) gestellt.  
Anschließend wurden die OT richtungsgleich in die horizontale Gelkammer (SERVA, 
Feinbiochemica, Heidelberg) eingelegt, vorsichtig mit Elektropheresepuffer überschichtet und 
für 20 Minuten zum Äquilibrieren im Dunkeln belassen. Im Anschluss wurde die 
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Elektropherese bei 25 Volt und 300 mA durchgeführt. Nach einer Laufzeit von 20 Minuten 
wurden die OT entnommen, dreimal mit 0,4 M Trispuffer (pH 7,5) neutralisiert und in reinem 
Ethanol fixiert. Nach dem Trocknen konnten die OT bei Raumtemperatur bis zur Mikroskopie 
gelagert werden. 
Vor der eigentlichen Mikroskopie wurden die OT kurz in einem Tauchbad aus Aqua bidest 
geschwenkt, um ausgefallene Salze zu lösen, anschließend luftgetrocknet und mit 20 µl einer 
Ethidiumbromidlösung (Zusammensetzung siehe Anhang) angefärbt.  
Die OT wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Anregungswellenlänge: 510-560 nm, 
Emissionsfilter 580-590 nm) bei 40-facher Vergrößerung (Axioskop 2 mot plus, Zeiss, Jena) 
durchmustert. Die DNA erscheint bei dem hier verwendeten Farbstoff rot vor schwarzem 
Hintergrund. Die digitale Bildaufnahme wurde mit der integrierten Kamera (AxioCam MRc, 
Zeiss) durchgeführt. Die Bild-und Datenverarbeitung und Speicherung erfolgte über das 
Softwareprogramm Axiovision 4 (Zeiss). Um eine objektive Beurteilung der Zellen zu 
ermöglichen, wurden die verschlüsselten Proben erst nach der Auswertung identifiziert. Pro 
OT wurden 50-60 Zellen aufgesucht und anhand der Schweiflänge (siehe auch Kapitel: 4.8.1) 
klassifiziert. Zur Berechnung eines Zellschädigungs-Scores wurde die folgende Formel 
verwendet:  
Tab. 3:  Formel zur Berechnung des Comet-Assay-Scores. 
  Auszähl-Ergebnis Prozentuale Verteilung 
Klasse 1 v (v / z)*100 = a 
Klasse 2 w (w / z)*100 = b 
Klasse 3 x (x / z)*100 = c 
Klasse 4 y (y / z)*100 = d 
Summe: z 100 
SCORE = (a*0) + (b*1) + (c*2) + (d*3) 
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3.3 Statistik 
Die Bestimmung des FS-Musters der Zellen aus jeder Kulturflasche erfolgte jeweils in einer 
Doppelbestimmung.  
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit Hilfe von MS Excel berechnet. Alle 
statistischen Tests, ausgenommen der Vergleiche der Regressionsgeraden, wurden mittels 
SigmaStat 3.5. durchgeführt: 
• Kolmogorov-Smirnov-Test zur Prüfung auf Normalverteilung  
• Student t-Test bei normalverteilten Werten 
• Mann-Whitney-Rank-Sum-Test bei nicht-normalverteilten Werten 
• 2-faktorielle Varianzanalyse der Daten zum Wachstum der C2-Zellen in 
unterschiedlichen Kulturmedien und zur Überprüfung der Interaktion der Faktoren FS / 
Zeit, Mittelwertvergleich unter Bonferroni-Korrektur (Signifikanzniveau P < 0,01) 
• 2-faktorielle Varianzanalyse der Daten des Fluorescein-Assays und des Comet-Assays 
(Scores) bei unterschiedlichen Mastoparan-Konzentrationen und zur Überprüfung der 
Interaktion der Faktoren FS / Mastoparan-Konzentration, Mittelwertvergleich unter 
Bonferroni-Korrektur (Signifikanzniveau P < 0,01) 
• 1-faktorielle Varianzanalyse der TBArS-Messwerte und der α-TOH-Konzentrationen 
(Zellen und Medium)  
Die Signifikanzgrenze wurde mit P < 0,01 (*) angenommen. Unterschiedliche Buchstaben 
kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01.  
Die Anstiege der erhaltenen Regressionsgeraden des Comet-Assays wurden mittels 
GraphPad Prism 4.0 über eine Covarianzanalyse (ANCOVA) miteinander verglichen 
(Signifikanzniveau P < 0,01).  
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4 Ergebnisse 
4.1 Photographische Darstellung der C2 
Durch die Färbung der C2 mit Toluidinblau und einer 1000-fachen Vergrößerung können die 
oval bis runden und im Durchschnitt 13 µm großen Zellen gezeigt werden. Der Zellkern 
(dunkelblau) sowie das Kernkörperchen (schwarzblau) ist bei einigen Zellen sichtbar. Die 
Zellkerne sind oval bis irregulär und mehrheitlich exzentrisch lokalisiert. Auch die aufgehellt 
erscheinenden Granula sind gut sichtbar (Abb. 8). 
 
Abb. 8: Histologische Darstellung der Zelllinie C2 nach Färbung mit Toluidinblau, Vergrößerung: 
1000-fach (C2 - canine Mastozytomzelllinie). 
4.2 Auswertung des Mykoplasmennachweises 
Die im 1,5 %-igen Agarosegel aufgetrennten Proben (Abb. 9) der untersuchten Zelllinien 
wiesen kein amplifiziertes PCR-Produkt mit einer Größe von ca. 270 Basenpaaren (bp) auf. 
Eine Mykoplasmenkontamination konnte somit ausgeschlossen werden. 
 
Abb. 9: Auftrennung der Zellproben nach der Amplifikation mit dem Venor®-GeM-Mycoplasma 
Detection Kit auf einem 1,5 %-igen Agarosegel; (bp – Basenpaare; C2 – canine 
Mastozytomzellline; RAW und PD – murine Makrophagen-Zelllinien; PK – Positivkontrolle bei 267 
bp; NK – Negativkontrolle). 
10 µm 
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4.3 Wachstumskurven  
4.3.1 Wachstum der C2-Zellen im Grundmedium 
Für die Erstellung von Wachstumskurven wurden die C2 über 8 Tage in Grundmedium 
(DEH) kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl der lebenden und abgestorbenen C2-Zellen 
erfolgte nach 6 Stunden, 2, 4, 6, 7 und 8 Tagen mittels des Vitalitätstests (siehe Kapitel 
3.2.1.5). Die höchste Zahl lebender C2 wurde am 7. Tag ermittelt. An Tag 8 wurden die 
Zellen jeweils für die Bestimmung des FS-Musters geerntet. Nach einem kurzen Abfall stieg 
die Zellzahl ab dem 2. Kultivierungstag an. Dabei war ab dem 4. Kultivierungstag ein 
signifikanter Unterschied zum Tag 0 zu verzeichnen. Nicht signifikant unterschieden sich die 
Zellzahlen von Tag 4 zu Tag 6 und von Tag 7 zu Tag 8. Ein signifikanter Abfall der 
abgestorbenen C2 zeigte sich am Tag 4 der Kultivierung. An diesem Tag wurde das Medium 
in den Kulturflaschen der C2 jeweils mit neuem Medium ergänzt. Danach stieg die Anzahl 
der abgestorbenen Zellen wieder leicht an. Es konnte bis zum 8. Tag der Kultivierung jedoch 
kein signifikanter Anstieg im Vergleich zu 6 Stunden und 2 Tagen festgestellt werden. 
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Abb. 10: Anzahl der lebenden und abgestorbenen C2 im Grundmedium (DEH) über 8 Tage (Mittelwert ± 
Standardabweichung, n = 7; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied von P < 0,01; C2 – canine Mastozytomzelllinie). 
4.3.2 Einfluss der Linolsäure-Supplementierung des Zellkulturmediums auf das Wachstum 
der C2 
Die höchste Zellzahl lebender C2 wurde bei DEH-LA am 8. Tag der Kultivierung ermittelt. 
Ein signifikanter Anstieg der Zellzahl war bei den in DEH-LA kultivierten Zellen bereits ab 
dem 2. Tag zu verzeichnen. Beim Vergleich der Zellzahlen der in DEH-LA kultivierten 
Zellen zu den einzelnen Messzeitpunkten fiel ein signifikanter Unterschied der Zellzahlen bis 
zum 6. Kultivierungstag auf. Danach waren die Unterschiede nicht mehr signifikant. Ein 
signifikanter Abfall der abgestorbenen C2 war wiederum am Tag 4 der Supplementierung 
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nachzuweisen. Danach stieg die Anzahl der abgestorbenen Zellen wieder an, zeigte aber 
keinen signifikanten Anstieg im Vergleich zu den Zellzahlen von 6 Stunden bzw. 2 Tagen 
(Abb. 11). 
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Abb. 11: Anzahl der lebenden und abgestorbenen C2 im Linolsäure-supplementierten (DEH-LA) 
Medium über 8 Tage; im Vergleich dazu Wachstum in DEH (Mittelwert ± Standardabweichung, 
n = 7; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01, C2 – 
canine Mastozytomzelllinie). 
4.3.3 Einfluss der Linolensäure-Supplementierung des Zellkulturmediums auf das 
Wachstum der C2 
Die Zellen zeigten im LE-supplementierten Medium folgendes Wachstum (Abb. 12): 
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Abb. 12: Anzahl der lebenden und abgestorbenen C2 im Linolensäure-supplementierten (DEH-LE) 
Medium über 8 Tage; im Vergleich dazu Wachstum in DEH (MW ± SD, n = 7; unterschiedliche 
Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
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Auch bei DEH-LE wurde die höchste Zahl lebender C2 am 8. Tag der Kultivierung ermittelt. 
Signifikante Unterschiede der in DEH-LE kultivierten C2 waren wiederum ab Tag 2 bis zum 
Tag 6 beim Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte untereinander zu verzeichnen. Nicht 
signifikant unterschieden sich lediglich die Zellzahlen von Tag 7 zu Tag 8. Ein signifikanter 
Abfall der abgestorbenen Zellen zeigte sich auch hier am Tag 4, vor dem Zusatz von neuem 
Kulturmedium. Danach stieg die Zellzahl an. Am Tag 6 zeigte sich ein signifikanter Anstieg 
der abgestorbenen C2 im Vergleich zu 6 Stunden und 2 Tagen. Danach fiel die Anzahl 
abgestorbener C2 bis zum Tag 8 wieder ab. 
4.3.4 Einfluss der Arachidonsäure-Supplementierung des Zellkulturmediums auf das 
Wachstum der C2 
Die C2 zeigten im AA-supplementierten Medium folgendes Wachstum (Abb. 13): 
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Abb. 13: Anzahl der lebenden und abgestorbenen C2 im Arachidonsäure-supplementierten Medium 
(DEH-AA) über 8 Tage; im Vergleich dazu Wachstum in DEH (MW ± SD, n = 7; 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Auch bei DEH-AA wurde die höchste Zellzahl lebender C2 am 8. Tag der Kultivierung 
ermittelt, signifikante Unterschiede waren wieder ab dem 2. Tag zu verzeichnen. Die Zellen 
zeigten beim Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte untereinander bis zum 6. Tag 
signifikante Unterschiede ihrer Zellzahl. Lediglich beim Vergleich von Tag 7 zu Tag 8 lagen 
keine signifikanten Unterschiede vor. Ein signifikanter Abfall der abgestorbenen Zellen 
wurde an den Tagen 2 und 4 deutlich (signifikant). Danach stieg die Anzahl der 
abgestorbenen Zellen wieder an, zeigte aber keinen signifikanten Anstieg im Vergleich zu den 
Zellzahlen von 6 Stunden bzw. 2 Tagen.  
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4.3.5 Einfluss der Eicosapentaensäure-Supplementierung des Zellkulturmediums auf das 
Wachstum der C2 
Die C2 in EPA-supplementiertem Medium zeigten ebenfalls ein ähnliches Wachstum wie in 
den anderen Medien, mit der höchsten Zellzahl am 8. Tag der Kultivierung. Ein signifikanter 
Anstieg der Zellzahl war ab dem 2. Tag festzustellen. Beim Vergleich der Zellzahlen der 
unterschiedlichen Messzeitpunkte zeigten sich wiederum signifikante Unterschiede bis 
einschließlich Tag 6; danach unterschieden sich die Zellzahlen von Tag 6 zu Tag 8 und von 
Tag 7 zu Tag 8 nicht mehr signifikant untereinander. Ein signifikanter Abfall der 
abgestorbenen C2 konnte an Kultivierungstag 4 festgestellt werden. Danach stieg die Anzahl 
der abgestorbenen Zellen signifikant an, fiel nach Tag 6 jedoch wieder ab (Abb. 14). 
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Abb. 14: Anzahl der lebenden und abgestorbenen C2 im Eicosapentaen-säuresupplementierten Medium 
(DEH-EPA) über 8 Tage; im Vergleich dazu Wachstum in DEH (MW ± SD, n = 7; 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
4.3.6 Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen Fettsäuren auf das Wachstum der C2-
Zellen 
Zu keinem Zeitpunkt lagen signifikante Unterschiede der Zellzahlen nach Supplementierung 
mit den unterschiedlichen FS vor. Die C2 wiesen sowohl im Vergleich von DEH zu den 
supplementierten Medien, als auch im Vergleich der supplementierten Medien untereinander 
keine signifikanten Unterschiede auf (Statistik siehe Anhang). 
Auch bei der Anzahl abgestorbener C2-Zellen konnten zwischen den verschieden 
supplementierten Medien keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
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4.4 Änderung des Fettsäurenmusters durch die Supplementierung mit mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren 
4.4.1 Einfluss der Linolsäure-Supplementierung auf die Änderung des FS-Musters der C2 
Die Zugabe von LA (C18:2n6) führte zu folgenden Veränderungen des n3- und n6-FS-
Gehaltes der C2 (Tab. 2): 
Tab. 2: n3- und n6-FS-Muster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Linolsäure-supplementierten (DEH-LA) Medium (Absolute Menge in nmol FS / 107 Zellen und 
Gewichts-%; Methylen Bridge Index (MBI); MW ± SD, n = 8; * (P < 0,01); u.N. = unterhalb der 
Nachweisgrenze).  
DEH   DEH-LA 
Fettsäure 
(FS) nmol FS / 
1 x 107 Zellen % FS MBI   
nmol FS / 
1 x 107 Zellen % FS MBI 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,65 ± 0,077  18,45 ± 2,91* 2,75 ± 0,288* 2,75 ± 0,288* 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,10 ± 0,025  1,93 ± 0,43* 0,29 ± 0,070* 0,58 ± 0,139* 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,151  45,62 ± 7,01* 6,80 ± 0,682* 13,6 ± 1,365* 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  3,21 ± 0,55* 0,48 ± 0,071* 1,44 ± 0,212* 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,28 ± 0,242  70,33 ± 9,46* 10,49 ± 0,771* 18,63 ± 1,45* 
C18:3n3 u.N. u.N. ―  u.N. u.N. ― 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,027  0,76 ± 0,08 0,11 ± 0,006 0,34 ± 0,019 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,49 ± 0,067  1,14 ± 0,18* 0,17 ± 0,032* 0,69 ± 0,126 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 0,99 ± 0,183  2,76 ± 045* 0,41 ± 0,048* 2,06 ± 0,240* 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,38  5,78 ± 0,63* 0,86 ± 0,056* 3,76 ± 0,24 
Σn7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 ―  176,85 ± 21,24* 26,43 ± 1,906* ― 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 ―  166,79 ± 13,43* 24,98 ± 1,200* ― 
Σ Gesättig 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 ―  242,93 ± 38,1 36,44 ± 3,555 ― 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,18 ± 0,69  667,96 ± 46,93 100 23,71 ± 1,56* 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 ― ―  12,17 / 1* ― ― 
Durch die LA-Supplementierung des Mediums erhöhte sich der Anteil der LA (C18:2n6) 
sowie der Linolsäuremetabolite γ-Linolensäure (GLA [C18:3n6]) und Dihomo-γ-Linolensäure 
(DGLA [C20:3n6]) signifikant um 14,15; 1,61 und 41,85 nmol FS / 1 x 107 Zellen, dies 
entspricht einem Anstieg um das 4-, 6- bzw. 12-fache (P < 0,001). Auch ein signifikanter 
Anstieg des Linolsäuremetaboliten AA (C20:4n6; 2-fach) wurde festgestellt, sein Anteil 
erhöhte sich um 1,76 nmol FS / 1 x 107 Zellen. Die Summe der n6-FS stieg signifikant um 
59,58 nmol FS / 1 x 107 Zellen (Anstieg: 6,5-fach). Bei den n3-FS zeigte sich durch LA-
Supplementierung ebenfalls ein geringer Anstieg der Eicosapentaen-(C20:5n3) und 
Docosahexaensäure (DHA [C22:6n3]) um 0,4 bzw. 1,57 nmol FS / 1 x 107 (Anstieg: 1,5- und 
2,3-fach). 
Das Verhältnis der FS der n6- und der n3-Familie der C2 änderte sich nach der Kultivierung 
in dem LA-angereicherten Medium von 3,4:1 auf 12,2:1. Außerhalb der n6- und n3-FS-
Familien verringerte sich die Summe an n7-FS um das 1,2- und die Summe an n9-FS um das 
1,3-fache (P < 0,01). 
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Die MBI-Summe der n6-FS erhöhte sich 8,2-fach und der Gesamt-MBI 3,8-fach.  
4.4.2 Einfluss der Linolensäure-Supplementierung auf die Änderung des Fettsäurenmusters 
der C2 
Die Zugabe von LE (C18:2n6) führte zu folgenden Veränderungen des n3- und n6-FS-
Gehaltes der C2 (Tab. 3): 
Tab. 3: n3- und n6-FS-Muster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Linolensäure-supplementierten (DEH-LE) Medium (Absolute Menge in nmol FS / 1 x 107 Zellen 
und Gewichts-%; Methylen Bridge Index (MBI); MW ± SD, n = 8; * (P < 0,01); u.N. = unterhalb der 
Nachweisgrenze). 
DEH  DEH-LE 
Fettsäure 
(FS) nmol FS / 
1 x 107 
 
Zellen % FS MBI  
nmol FS / 
1 x 107 Zellen % FS MBI 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,65 ± 0,077  4,98 ± 0,60 0,84 ± 0,103* 0,84 ± 0,103* 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,10 ± 0,025  0,30 ± 0,06 0,05 ± 0,007 0,10 ± 0,015 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,151  4,23 ± 0,75 0,71 ± 0,014 1,41 ± 0,028 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  3,16 ± 0,84* 0,52 ± 0,073* 1,56 ± 0,218* 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,28 ± 0,242  13,09 ± 2,03 2,19 ± 0,082* 4,0 ± 0,12* 
C18:3n3 u.N. u.N. ―  0,28 ± 0,05* 0,05 ± 0,010* 0,10 ± 0,020* 
C18:4n3 u.N. u.N. ―  u.N. u.N. ― 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,027  39,80 ± 5,90* 6,67 ± 0,320* 20,02 ± 0,96* 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,49 ± 0,067  5,60 ± 1,20* 0,93 ± 0,061* 3,72 ± 0,242* 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 0,99 ± 0,183  3,40 ± 0,81* 0,56 ± 0,047* 2,82 ± 0,234* 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,38  55,06 ± 9,09* 9,21 ± 0,397* 30,63 ± 1,316* 
Σn7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 ―  163,60 ± 24,56* 27,39 ± 0,651* ― 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 ―  145,04 ± 29,54* 24,09 ± 0,980* ― 
Σ Gesättig 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 ―  216,49 ± 36,05 36,19 ± 0,715 ― 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,18 ± 0,69  598,84 ± 99,62 100 36,32 ± 1,15* 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 - ―  1 / 4,21* ― ― 
Die Kultivierung der C2 in dem mit LE supplementierten Medium führte zu einer 
signifikanten Erhöhung der FS der n3-Familie. Die stärkste Zunahme wurde für die 
Eicosatetraensäure (ETA [C20:4n3]; 61-fach) ermittelt. Sie stieg um 39,15 nmol FS / 1 x 107 
Zellen. Die Zunahme des Eicosapentaen-(EPA [C20:5n3]) und Docosahexaensäure-(DHA 
[C22:6n3]) Gehaltes war weniger ausgeprägt. Sie zeigten eine Zunahme um 4,86 und 2,21 
nmol FS / 1 x 107 Zellen, dies entspricht einem Anstieg um das 7,6- bzw. 2,9-fache. Da die 
Konzentration der LE (C18:3n3) bei den in DEH kultivierten C2 unterhalb der 
Nachweisgrenze der Methode lag, ließ sich ihr Anstieg nur schätzen. Unter Zugrundelegung 
der Nachweisgrenze von < 0,11 nmol errechnete sich dabei ein Anstieg > 2,5-fach (Zunahme 
um > 0,17 nmol FS / 1 x 107 Zellen). Der Gehalt der Octadecatetraensäure (ODT [C18:4n3]) 
lag sowohl in DEH als auch in DEH-LE unterhalb der Nachweisgrenze. Bei der n6-FS AA 
(C20:4n6) stieg der Gehalt um 1,71 nmol FS / 1 x 107 (Anstieg: 2,2-fach). 
Die Summe der n3-FS stieg um 51,67 nmol FS / 1 x 107 Zellen auf das 16,2-fache an 
(P < 0,01). Für das Verhältnis der n6- und n3-FS-Familien wurde eine Änderung von 3,4:1 
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auf 1:4,2 berechnet (P < 0,001). Außerhalb der n6- und n3-FS-Familien verringerte sich, in 
ähnlicher Weise wie nach der Kultivierung der C2 im DEH-LA, auch nach der Kultivierung 
in DEH-LE die Summe der n7- und n9-FS um das 1,3- bzw. 1,4-fache (P < 0,01). 
Die MBI-Summe der n3-FS stieg um das 14,3-fache an und der Gesamt-MBI zeigte eine 
Steigerung um das 5,9-fache. 
4.4.3 Einfluss der Arachidonsäure-Supplementierung auf die Änderung des 
Fettsäurenmusters der C2 
Durch die Zugabe von AA (C20:4n6) zum Kulturmedium wurde eine Änderung der 
folgenden n3- und n6-FS-Gehalte der C2 gemessen (Tab. 4): 
Tab. 4: n3- und n6-FS-Muster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Arachidonsäure-supplementierten (DEH-AA) Medium (Absolute Menge in nmol FS / 1 x 107 Zellen 
und Gewichts-%; Methylen Bridge Index (MBI); MW ± SD, n = 8; * (P < 0,01); u.N. = unterhalb der 
Nachweisgrenze). 
DEH  DEH-AA 
Fettsäure 
(FS) nmol FS / 1 x 107 
Zellen % FS MBI  
nmol FS / 1 x 107 
           Zellen % FS MBI 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,65 ± 0,077  3,60 ± 0,86 0,59 ± 0,087 0,59 ± 0,087 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,10 ± 0,025  0,36 ± 0,09 0,06 ± 0,014 0,12 ± 0,028 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,151  10,09 ± 1,56* 1,67 ± 0,164* 3,35 ± 0,328* 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  47,15 ± 6,74* 7,80 ± 0,374* 23,41 ± 1,12* 
C22:2n6 0,40 ± 0,11 0,06 ± 0,013 0,06 ± 0,013  0,41 ± 0,12 0,07 ± 0, 24 0,07 ± 0,024 
C22:4n6 u.N. u.N. ―  7,47 ± 1,11* 1,24 ± 0,164* 3,73 ± 0,492* 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,28 ± 0,242  69,12 ± 9,02* 11,45 ± 0,229* 31,27 ± 0,638* 
C18:3n3 u.N. u.N. ―  u.N. u.N.  
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,027  0,74 ± 0,12 0,12 ± 0,009 0,37 ± 0,026 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,49 ± 0,067  0,75 ± 0,31 0,12 ± 0,045 0,49 ± 0,181 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 0,99 ± 0,183  2,52 ± 0,15* 0,42 ± 0,039* 2,11 ± 0,196* 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,38  5,29 ± 0,61* 0,88 ± 0,070* 3,82 ± 0,288* 
Σn7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 ―  160,40 ± 24,18 26,52 ± 0,932* ― 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 ―  1510,3 ± 16,69* 25,06 ± 0,616* ― 
Σ Gesättig 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 ―  212,21 ± 25,38 35,10 ± 0,402 ― 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,18 ± 0,69  603,41 ± 74,37 100 36,63 ± 0,637* 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 ― ―  13,06 / 1* ― ― 
Nach der Kultivierung der C2 in DEH-AA wurden signifikant erhöhte Gehalte der Dihomo-γ-
Linolensäure (DGLA [20:3n6]; 2,7-fach) und der AA (20:4n6; 32,5-fach) gemessen. Sie 
stiegen um 6,32 bzw. 45,7 nmol FS / 1 x 107. Der n6-FS-Gehalt der C2 stieg um 58,37 nmol 
FS / 1 x 107 auf das 6,4-fache. Da die Konzentration der Adrensäure (C22:4n6) bei den in 
DEH kultivierten C2 unterhalb der Nachweisgrenze der Methode lag, ließ sich ihr Anstieg nur 
schätzen. Unter Zugrundelegung der Nachweisgrenze von < 0,11 nmol errechnete sich dabei 
ein Anstieg > 68-fach. Bei der n3-FS DHA (C22:6n3) zeigte sich eine Zunahme um 1,33 
nmol FS / 1 x 107 (Anstieg: 2,2-fach). 
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Das Verhältnis der n6- zu den n3-FS erhöhte sich von 3,4:1 auf 13,1:1 (P < 0,001). Die 
Summe an n7- und n9-FS verringerte sich um das 1,3- bzw. 1,4-fache (P < 0,01). Die MBI-
Summe der n6-FS zeigte einen Anstieg um das 13,7-fache und der Gesamt-MBI erhöhte sich 
um das 5,9-fache.  
4.4.4 Einfluss der Eicosapentaensäure-Supplementierung auf die Änderung des 
Fettsäurenmusters der C2 
Die EPA-Supplementierung des Kulturmediums führte zu folgenden Änderungen des n3- und 
n6-FS-Musters der C2 (Tab. 5): 
Tab. 5: n3-und n6-FS-Muster der C2 nach 8-ägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Eicosapentaensäure-supplementierten (DEH-EPA) Medium (Absolute Menge in nmol FS / 1 x 107 
Zellen und Gewichts-%; Methylen Bridge Index (MBI); MW ± SD, n = 8; * (P < 0,01); u.N. = 
unterhalb der Nachweisgrenze). 
DEH  DEH-EPA 
Fettsäure 
(FS) nmol FS / 1 x 107 
Zellen % FS MBI  
nmol FS / 1 x 107 
Zellen % FS MBI 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,65 ± 0,077  4,39 ± 0,57 0,71 ± 0,080 0,71 ± 0,080 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,10 ± 0,025  0,34 ± 0,07 0,05 ± 0,011 0,11 ± 0,022 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,151  4,83 ± 0,53 0,78 ± 0,036* 1,55 ± 0,73* 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  2,97 ± 1,39 0,47 ± 0,220* 1,43 ± 0,661* 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,28 ± 0,242  13,18 ± 1,73 2,11 ± 0,157* 3,96 ± 0,582 
C18:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,027  4,12 ± 1,31* 0,66 ± 0,200* 2,0 ± 0,601* 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,49 ± 0,067  32,06 ± 3,99* 5,14 ± 0,228* 20,56 ± 0,911* 
C22:5n3 0,55 ± 0,32 0,08 ± 0,052 0,34 ± 0,206  18,25 ± 3,12* 2,91 ± 0,231 11,66 ± 0,924* 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 0,99 ± 0,183  6,95 ± 1,69* 1,11 ± 0,227* 5,56 ± 1,133* 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,38  61,38 ± 8,63* 9,83 ± 0,493* 39,76 ± 1,858* 
Σn7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 ―  168,96 ± 22,41* 27,05 ± 0,721* ― 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 ―  154,76 ± 14,11* 24,87 ± 0,779* ― 
Σ Gesättig 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 ―  220,27 ± 27,31 35,32 ± 0,316 ― 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,18 ± 0,69  623,67 ± 70,65 100 45,13 ± 1,925* 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 ― ―  1 / 4,66* ― ― 
Durch die Kultivierung der C2 in DEH-EPA wurde ein signifikant erhöhter Gehalt der EPA 
(20:5n3; 43,3-fach), der n3-Docosapentaen-(n3-DPA [22:5n3]; 3,6-fach) und der 
Docosahexaensäure (DHA [C22:6n3]; 5,8-fach) ermittelt. Die drei FS stiegen um 31,32; 17,7 
bzw. 5,76 nmol FS / 1 x 107. Auch der Gehalt an Eicosatetraensäure (ETA [C20:4n3]) stieg 
um 3,47 nmol FS / 1 x 107 (Anstieg: 6,3-fach). Der Gesamtgehalt der n3-FS stieg um das 
18,1-fache und das Verhältnis der n6- zu den n3-FS änderte sich von 3,4:1 auf 1:4,7 
(P < 0,01). Die Summe an n7- und n9-FS verringerte sich um das 1,2- bzw. 1,4-fache (P < 
0,01). 
Die MBI-Summe der n3-FS zeigte einen Anstieg um das 18,5-fache, der Gesamt-MBI stieg 
7,3-fach. 
4 Ergebnisse 51 
4.4.5 Vergleich der Änderung des Fettsäurenmusters ausgewählter Fettsäuren 
Vergleicht man ausgewählte n3- und n-6-FS beim Zusatz der verschiedenen PUFA 
untereinander (Tab. 6), so wird deutlich, dass die Supplementierung unterschiedlicher n3-FS 
die Gesamtsumme an n3-FS in gleichem Maße steigerte. So führte der Zusatz von LE 
(C18:3n3) und EPA (C20:5n3) zu einem Anstieg der n3- Summe auf 9,21 bzw. 9,83 % der 
Gesamt-FS der C2-Zellen. 
Tab. 6: Vergleich ausgewählter FS nach der Supplementierung der mehrfach-ungesättigten FS LA, LE, 
AA und EPA (Gewichts-%, MW ± SD, n = 8; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen 
signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Fettsäure  DEH % FS DEH-LA % FS DEH-LE % FS DEH-AA % FS DEH-EPA % FS 
C18:2n6 0,64a ± 0,08 2,75b ± 0,29 0,84c ± 0,1 0,59a ± 0,09 0,71ac ± 0,08 
C18:3n6 0,05a ± 0,01 0,29b ± 0,07 0,05a ± 0,01 0,06a ± 0,01 0,05a ± 0,01 
C20:3n6 0,63a ± 0,08 6,80b ± 0,68 0,71a ± 0,02 1,67c ± 0,16 0,78d ± 0,04 
C20:4n6 0,24a ± 0,03 0,48b ± 0,07 0,52b ± 0,07 7,80c ± 0,37 0,47ab ± 0,22 
Summe n6 1,62a ± 0,13 10,49b ± 0,77 2,19c ± 0,08 11,45b ± 0,23 2,11c ± 0,16 
C18:3n3 u.N. u.N. 0,05 ± 0,01 u.N. u.N. 
C20:4n3 0,11a ± 0,01 0,11a ± 0,01 6,67b ± 0,32 0,12a ± 0,01 0,66c ± 0,20 
C20:5n3 0,12a ± 0,02 0,17b ± 0,03 0,93c ± 0,06 0,12ab ± 0,05 5,14d ± 0,23 
C22:6n3 0,20a ± 0,04 0,41b ± 0,05 0,56c ± 0,05 0,42b ± 0,04 1,11d ± 0,23 
Summe n3 0,51a ± 0,09 0,86b ± 0,06 9,21c ± 0,40 0,88b ± 0,07 9,83c ± 0,49 
Auch die Zufuhr von den beiden n6-FS LA (C18:2n6) und AA (C20:4n6) beeinflusste die 
Gesamt-n6-Summe im gleichen Maße. In diesem Zusammenhang führte der Zusatz von LA 
(C18:2n6) und AA (C20:4n6) zu einem Anstieg der n6-Summe auf 10,49 bzw. 11,45 % der 
Gesamt-FS der C2-Zellen. 
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4.5 α-Tocopherol-Bestimmung 
4.5.1 α-Tocopherol-Gehalt in den Zellen 
Um zu untersuchen, in wieweit der intrazelluläre α-TOH-Gehalt der Zellen durch die 
unterschiedlich supplementierten FS beeinflusst wird, wurde der Gehalt an α-TOH pro µg 
Zellprotein bestimmt (siehe Kapitel 3.2.4, Abb. 15).  
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Abb. 15: α-TOH-Gehalt in µg/ng Protein in C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Gundmedium (DEH) und 
in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien (MW ± SD; n = 4; unterschiedliche 
Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Bei den PUFA-supplementierten C2-Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede des 
intrazellulären α-TOH-Gehaltes im Vergleich zu den in DEH kultivierten Zellen.  
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4.5.2 α-Tocopherol-Gehalt im Medium 
Als Kontrolle wurde auch der Gehalt von α-TOH im Medium bestimmt (Abb. 16). 
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Abb. 16: α-TOH-Gehalt in µg / ml im Medium der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Gundmedium 
(DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-
AA) und Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien (MW ± SD; n = 4; 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Bei den PUFA-supplementierten Medien zeigten sich keine signifikanten Unterschiede des α-
TOH-Gehaltes im Vergleich zum unsupplementierten Medium (DEH). 
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4.6 Produktion Reaktiver Sauerstoffspezies – Fluorescein-Assay 
4.6.1 Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl für den Fluorescein-Assay wurde eine PJ-Referenzkurve erstellt 
(siehe Kapitel 3.2.5). Die ermittelten PJ-Differenzen ermöglichten somit einen Rückschluss 
auf die tatsächliche Zellzahl. Die DCF-Fluoreszenzwerte (ROS-Konzentration) wurden für 
jeweils 1 x 106 Zellen angegeben. 
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Abb.17: Propidiumjodidreferenzkurve. 
Bei einer Zellzahl von 0,5 bis 3 x 106 Zellen zeigte die ermittelte Kurve einen linearen 
Verlauf. In diesem Bereich wurden die Zellzahlen zur Durchführung des Fluorescein-Assays 
eingestellt. 
4.6.2 Produktion von ROS bei ungestressten Zellen 
Der nichtfluoreszierende Farbstoff Dichlorodihydrofluorescein (DCFH) wird durch 
intrazellulär gebildete ROS zum Fluorochrom Dichlorofluorescein (DCF) umgewandelt 
(HEMPEL et al. 1999). Die Fluoreszenzintensität dient demnach als Maß für die Menge an 
gebildeten ROS.  
Wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, wurden die ermittelten Fluoreszenzmesswerte anhand der 
parallel errechneten PJ-Differenz auf eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen umgerechnet. 
Nach der Supplementierung der C2 mit unterschiedlichen PUFA über 8 Tage zeigte sich im 
Vergleich zum Grundmedium folgende ROS-Produktion (Abb. 18): 
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Abb. 18: ROS-Produktion (CPS pro 1 x 106 Zellen) nach 8-tägiger Kultivierung der C2 im Gundmedium 
(DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-
AA) und Eisosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien (MW ± SD, n = 6, 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Die zusätzlich mit PUFA supplementierten C2-Zellen zeigten eine signifikante Zunahme der 
Produktion von ROS (P < 0,01). Dabei ließ sich eine Abhängigkeit von der Anzahl der 
Doppelbindungen (DB) der zugesetzten FS feststellen. In diesem Zusammenhang zeigte sich 
bei Zusatz von LA (C18:2n6; 2 DB) und LE (C18:3n3; 3 DB) ein Anstieg der DCF-
Fluoreszenz um das 1,4- bzw. 1,6-fache. Der Zusatz von AA (C20:4n6; 4 DB) führte zu einer 
Fluoreszenzzunahme um das 1,8-fache und nach einer Supplementierung mit EPA (C20:5n3; 
5 DB) stieg die Fluoreszenz um das 2-fache an. Die beiden C18-FS LA (C18:2n6) und LE 
(C18:3n3) wiesen dabei keinen signifikanten Unterschied zueinander auf. Die gebildete ROS-
Menge nach LE-Supplementierung im Vergleich zur AA-Supplementierung unterschied sich 
ebenfalls nicht signifikant, wohingegen EPA (C20:5n3) im Vergleich zu den C18-FS eine 
signifikant erhöhte ROS-Bildung zeigte (P < 0,01).  
4.6.2.1 Produktion von ROS bei ungestressten Zellen in Abhängigkeit vom MBI 
Die mit PUFA supplementierten C2-Zellen zeigten eine gesteigerte Produktion an ROS 
gegenüber den im Grundmedium kultivierten Zellen. Dabei kann eine Abhängigkeit vom MBI 
festgestellt werden. So stieg mit steigendem MBI auch die Anzahl an gebildeten ROS. C2, die 
sich im MBI nicht signifikant unterschieden (LE [C18:3n3] und AA [C20:4n6]) zeigten auch 
keinen signifikanten Unterschied bei der ROS-Menge (Abb. 19). 
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Abb. 19: ROS-Produktion von C2 (CPS pro 1 x 106 Zellen) in Abhängigkeit vom MBI nach 8-
tägiger Kultivierung der C2 im Gundmedium (DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-
LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und Eisosapentaensäure 
(DEH-EPA) supplementierten Medien, ohne Mastoparan. 
4.6.3 Produktion von ROS in den mit Mastoparan gestressten Zellen 
Nach der Stimulation der Zellen mit Mastoparan zeigten die mit PUFA supplementierten C2-
Zellen ebenfalls eine gesteigerte ROS-Produktion gegenüber den nicht supplementierten 
Zellen (Abb. 20). 
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Abb. 20: ROS-Produktion (CPS pro 1 x 106 Zellen) nach Zugabe von Mastoparan (25 µM); nach 8-
tägiger Kultivierung der C2 im Gundmedium (DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-LA), 
Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und Eisosapentaensäure (DEH-EPA) 
supplementierten Medien (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen 
signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
Bei in LA kultivierten C2 konnte im Vergleich zu den unsupplementierten Zellen keine 
signifikante Steigerung der DCF-Fluoreszenz / ROS-Produktion festgestellt werden (1,1-
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fach). LE (C18:3n3) führte zu einer signifikanten Zunahme um das 1,4-fache. Die AA- und 
EPA-Supplementierungen erbrachten eine Zunahme um das 1,2- bzw. 1,5-fache. Die mit LA- 
und AA-supplementierten Zellen zeigten im Vergleich zu den unsupplementierten Zellen 
keine signifikanten Unterschiede zueinander. Auch die ROS-Produktion im Vergleich von LA 
(C18:2n6), LE (C18:3n3) und AA (C20:4n6) unterschieden sich nicht signifikant. EPA 
(C20:5n3) wies weiterhin die signifikant höchste Fluoreszenz auf.  
4.6.3.1 Produktion von ROS bei den mit Mastoparan gestressten Zellen in Abhängigkeit 
vom MBI 
Bei den mit 25 µM Mastoparan gestressten C2-Zellen zeigten ebenfalls die mit PUFA 
supplementierten Zellen eine gesteigerte Produktion von ROS gegenüber den im 
Grundmedium kultivierten Zellen. Auffällig war dabei eine deutliche Zunahme der ROS-
Produktion der in LE (C18:3n3) kultivierten C2. Die mit n3-FS (LE und EPA) 
supplementierten Zellen wiesen somit einen signifikant erhöhten Spiegel an ROS auf, und 
das, obwohl für LE (C18:3n3) und AA (C20:4n6) ein nahezu identischer MBI berechnet 
wurde (MBI von LE = 36,3, MBI von AA = 36,63; Abb. 21). 
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Abb. 21:  ROS-Produktion von C2 (CPS pro 1 x 106 Zellen) in Abhängigkeit vom MBI nach 8-
tägiger Kultivierung der C2 im Gundmedium (DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-
LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und Eisosapentaensäure (DEH-
EPA) supplementierten Medien und Zugabe von 25 µM Mastoparan. 
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4.6.4 Vergleich der Produktion von ROS bei ungestressten und gestressten C2-Zellen 
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Abb. 22: Vergleich der ROS-Produktion (CPS pro 1 x 106 Zellen) ohne (0 µM) und mit Zugabe von 
Mastoparan (25 µM) nach 8-tägiger Kultivierung der C2 im Gundmedium (DEH) und in den 
mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eisosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche 
Buchstaben zwischen den beiden benachbarten Balken kennzeichnen einen signifikanten Unterschied 
von P < 0,01). 
Vergleicht man die ROS-Bildung von ungestressten (0 µM Mastoparan) und mit Mastoparan 
gestressten (25 µM) C2 (Abb. 22), zeigt sich, dass die mit LA- und AA-supplementierten 
Zellen keinen signifikanten Unterschied in der Menge der gebildeten ROS aufweisen 
(Statistik siehe Anhang). 
4.7 Lipidperoxide – TBArS-Test  
4.7.1 MDA-Standardkurve 
Um bei der Messung der 1. Ableitung der Extinktionen beim TBArS-Test einen Rückschluss 
auf die MDA-Konzentration zu ermöglichen, wurde eine Standardkurve (Abb. 23) ermittelt. 
Dazu wurde eine MDA-Gebrauchslösung (2,39 µg / ml MDA) hergestellt und eine 
Verdünnungsreihe angelegt (siehe Kapitel 3.2.6).  
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Abb. 23: MDA-Standardkurve 
Anhand der erstellten Standardkurve konnten die Ergebnisse des TBArS-Tests auf den Gehalt 
an TBArS umgerechnet werden. 
4.7.2 TBArS-Test 
Die in den supplementierten Medien kultivierten C2-Zellen zeigten nach 8-tägiger 
Kultivierung und nach Zusatz von 50 µM Mastoparan eine signifikant höhere TBArS-
Konzentration im Vergleich zu den unsupplementierten Zellen (P < 0,01).  
Die in DEH-LA (MBI = 23,71 ± 1,56) und DEH-LE (MBI = 36,32 ± 1,15) kultivierten C2 
wiesen einen Anstieg der TBArS-Konzentration um das 5,3- bzw. 5,8-fache auf. Der Zusatz 
von AA (C20:4n6; MBI = 36,63 ± 0,64) führte zu einer Konzentrationszunahme an TBArS 
um das 9,2-fache; nach einer Supplementierung mit EPA (C20:5n3; MBI = 45,13 ± 1,93) 
stieg die TBArS-Konzentration um das 14,6-fache an. 
Die beiden C18-FS LA (C18:2n6) und LE (C18:3n3) zeigten keine signifikanten Unterschiede 
zueinander, wohingegen die Supplementierung mit AA (C20:4n6) und EPA (C20:5n3) im 
Vergleich zueinander sowie zu LA (C18:2n6), LE (C18:3n3) und zu den unsupplementierten 
Zellen zu einem signifikanten Anstieg der TBArS-Konzentration führte.  
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Abb. 24: Konzentrationen an TBArS in µg / l bei C2-Zellen (Zelle + Überstand) nach 8-tägiger 
Kultivierung im Gundmedium (DEH) und in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure 
(DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und Eisosapentaensäure (DEH-EPA) 
supplementierten Medien nach Zusatz von 50µM Mastoparan (MW ± SD, n = 6, 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 0,01). 
4.7.2.1 Konzentration an TBArS in Abhängigkeit vom MBI 
Die in den mit PUFA supplementierten Medien kultivierten C2 zeigten sowohl eine erhöhte 
Menge an TBArS als auch einen erhöhten MBI. Dabei stieg die Menge an TBArS mit 
steigendem MBI an. Auffällig war, dass gerade LE (C18:3n3) zu einer signifikant geringeren 
TBArS-Konzentration im Vergleich zu AA (C20:4n6) führte, trotz sich nicht signifikant 
unterscheidendem MBI (Abb. 25). 
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Abb. 25:  Konzentration an TBArS in Abhängigkeit vom MBI in C2-Zellen nach 8-tägiger Kultivierung 
im Gundmedium (DEH), in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), 
Arachidonsäure (DEH-AA) und Eisosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien; 
nach Zusatz von 50 µM Mastoparan (MW ± SW; n=6). 
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4.8 Apoptose – Comet-Assay 
4.8.1 Darstellung der einzelnen Klassen des Comet-Assays 
Nach 8-tägiger Kultivierung in den verschieden supplementierten Medien wurden die C2 mit 
steigenden Konzentrationen an Mastoparan (0 µM; 3,125 µM; 6,25 µM; 12,5 µM; 25 µM) 
stimuliert und im Anschluss in Agarose gebettet. Die Zellwand wurde lysiert und die DNA 
nach der Elekrophorese mit Ethidiumbromid angefärbt. Die DNA erscheint dabei rot vor 
schwarzem Hintergrund (Abb. 26).  
  
 
Abb. 26: Mikroskopische Darstellung von C2 nach Durchführung des Comet-Assays. Die 
Differenzierung der Klassen 1-4 erfolgt anhand der Länge des Schweifs. (40-fache Vergrößerung, 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 mot plus Zeiss Jena, Anregungswellenlänge: 510-560 nm; 
Emissionswellenlänge 580-590 nm). 
Mit steigendem Grad der Zellschädigung und steigender Kernfragmentierung steigt die 
Anzahl an DNA-Bruchstücken. Diese wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung 
Anode und werden nach Anfärbung als Schweif sichtbar (Abb. 26). Je nach Schweiflänge 
wurden dabei 4 Klassen unterschieden.  
4.8.2 Ergebnisse zur Apoptoserate 
4.8.2.1 Vergleich der Fettsäuren bei den einzelnen Konzentrationen von Mastoparan 
Die C2-Zellen zeigten nach 8-tägiger Kultivierung in DEH-AA und DEH-EPA bereits ohne 
den Zusatz von Mastoparan einen signifikant höheren Score, wobei AA (C20:4n6) zu einem 
1,3- und EPA (C20:5n3) zu einem 1,4-fachen Anstieg führte. Der Zusatz von LA (C18:2n6) 
und LE (C18:3n3) führte ohne Zugabe des Stressors Mastoparan nicht zu einer signifikanten 
Erhöhung im Vergleich zu den unsupplementierten Zellen (Abb. 27). 
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Abb. 27: Apoptose der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und in den mit 
Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien ohne Zusatz von Mastoparan (MW 
± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P < 
0,01). 
Auch bei einem Zusatz von 3,125 µM Mastoparan war kein signifikanter Unterschied 
zwischen C2, die in DEH, in DEH-LA oder DEH-LE kultiviert wurden zu verzeichnen, 
wohingegen der Score bei AA-Zusatz signifikant um das 1,2- und bei EPA-Zusatz signifikant 
um das 1,3-fache erhöht war (P < 0,01; Abb. 28). 
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Abb. 28: Apoptose der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und in den mit 
Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien mit Zusatz von 3,125 µM 
Mastoparan (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied von P < 0,01). 
Bei einer Konzentration von 6,25 µM Mastoparan zeigten ebenfalls die in DEH-AA und 
DEH-EPA kultivierten C2 gegenüber den unsupplementierten Zellen eine signifikant erhöhte 
Zellschädigung. Dabei war der Score bei AA-Supplementierung 1,1- und bei EPA-
Supplementierung 1,2-fach erhöht. Allerdings wiesen hier ebenfalls die mit LA 
supplementierten Zellen gegenüber unsupplementierten C2 einen signifikant höheren Score 
 = 181,9 ± pooled SD 2,1 
 = 166,6 ± pooled SD 2,1 
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auf. LE (C18:3n3) zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied zu den 
unsupplementierten C2 (Abb. 29). 
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Abb. 29: Apoptose der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und in den mit 
Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien mit Zusatz von 6,25 µM 
Mastoparan (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied von P < 0,01). 
Ein ähnliches Ergebnis lag auch bei der Zugabe von 12,5 µM Mastoparan vor. Auch hier 
wiesen die in DEH-LA, -AA und -EPA kultivierten C2 im Vergleich zu den 
unsupplementierten Zellen signifikant höhere Scores auf. Auffällig war, dass die Unterschiede 
zwischen den FS geringer ausfielen, so dass sich LA-, LE- und AA-supplementierte Zellen 
nicht signifikant unterschieden (Abb. 30). 
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Abb. 30: Apoptose der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und in den mit 
Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien mit Zusatz von 12,5 µM 
Mastoparan (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied von P < 0,01). 
Bei einem Zusatz von 25 µM Mastoparan waren die Scores bei allen mit PUFA kultivierten 
C2 gegenüber den unsupplementierten Zellen erhöht, wobei die Unterschiede zwischen den 
 = 206,1 ± pooled SD 2,1 
 = 228,5 ± pooled SD 2,1 
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FS gering ausfielen und auch der Unterschied zu den unsupplementierten Zellen geringer war. 
So waren die Scores bei LA (C18:2n6) und LE (C18:3n3) und auch bei AA (C20:4n6) und 
EPA (C20:5n3) je 1,1-fach erhöht. 
Demnach zeigten lediglich die mit AA (C20:4n6) und EPA (C20:5n3) supplementierten C2 
bei allen Konzentrationen von Mastoparan signifikant höhere Scores im Vergleich zu 
unsupplementierten Zellen. 
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Abb. 31: Apoptose der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und in den mit 
Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und 
Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien mit Zusatz von 25 µM Mastoparan 
(MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von P 
< 0,01). 
4.8.2.2 Vergleich der Konzentrationen bei den einzelnen FS 
Betrachtet man den Score der in DEH kultivierten Zellen bei Zufuhr steigender 
Konzentrationen an Mastoparan, ergibt sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich 
aller Konzentrationsstufen (0 µM; 3,125 µM; 6,25 µM; 12,5 µM; 25 µM) untereinander (Abb. 
26-30).  
Auch die in DEH-LA kultivierten Zellen zeigten zwischen jeder Konzentrationsstufe von 
Mastoparan einen signifikanten Unterschied. Bei den in DEH-LE kultivierten C2 lag 
zwischen 0 µM und 3,125 µM Mastoparan kein signifikanter Unterschied. Alle anderen 
Konzentrationsstufen unterschieden sich jedoch signifikant. Die in DEH-AA und DEH-EPA 
kultivierten Zellen zeigten hingegen übereinstimmend zwischen 0 µM und 3,125 µM, 
3,125 µM und 6,25 µM sowie 6,25 µM und 12,5 µM keine signifikanten Unterschiede.  
Bildet man aus den Messwerten Regressionsgeraden, lässt sich anhand der unterschiedlichen 
Steigungen der Geraden die FS-spezifische Abhängigkeit des Scores von der Konzentration 
des Stressors Mastoparan ablesen (siehe Abb. 32). Dabei unterschieden sich die Anstiege (a) 
der DEH-LA- (a = 4,227) und der DEH-LE-Geraden (a = 5,603) nicht signifikant von der 
DEH-Gerade (a = 4,448), waren jedoch zueinander signifikant unterschiedlich, wobei die LE-
Gerade einen deutlich steileren Anstieg zeigte. Die DEH-AA- (a = 3,139) und DEH-EPA-
 = 268,8 ± pooled SD 2,1 
4 Ergebnisse 65 
Geraden (a = 2,699) unterschieden sich nicht signifikant voneinander, zeigten aber im 
Vergleich zu den anderen drei Geraden einen flacheren Verlauf.  
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Abb. 32: Vergleichende Darstellung des Anstieges des Apoptose-Scores der C2 nach 8-tägiger 
Kultivierung im Gundmedium (DEH) sowie in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure 
(DEH-LE), Arachidonsäure (DEH-AA) und Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten 
Medien und Zusatz von 0; 3,125; 6,25; 12,5 und 25 µM Mastoparan (MW ± SD, n = 6, 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied des Anstiegs von P < 
0,01). 
Deutlich wurde, dass mit steigender Konzentration an Mastoparan der Unterschied zwischen 
den einzelnen FS geringer wurde und sich die Schädigungs-Scores annäherten, wohingegen 
bei niedriger Mastoparankonzentration FS-abhängige Unterschiede deutlicher hervortraten. 
Weiterhin zeigte sich, dass gerade bei einer Supplementierung mit AA (C20:4n6) und EPA 
(C22:5n3) bereits bei geringeren Mastoparankonzentrationen höhere Scores auftraten, 
wodurch der Anstieg der Regressionsgeraden im Vergleich zu DEH, DEH-LA und DEH-LE 
wie beschrieben signifikant flacher ausfiel. 
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5 Diskussion 
Immunzellen prägen die Pathogenese der CAD durch die Produktion und Freisetzung von 
Entzündungsmediatoren. Mastzellen nehmen dabei eine zentrale Rolle ein. Aufgrund ihrer 
Lokalisation in Haut, Lunge und Darm stehen sie direkt mit der Umwelt in Kontakt und 
können bei Einwirkung eines Allergens schnell reagieren. 
Untersuchungen über den Einfluss diätetischer Ergänzungen von Futtermitteln mit PUFA 
führten zu einer deutlichen Linderung der klinischen Symptomatik an CAD leidender Hunde 
(siehe Kapitel 2.1.3.4; SCARFF und LLOYD 1992; SCOTT et al. 1997a). Einen 
entscheidenden Einfluss auf das klinische Bild der Atopie scheinen die essentiellen FS LA 
(C18:2n6) und LE (C18:3n3) sowie die aus ihnen metabolisierten n3- und n6-FS auszuüben. 
Sowohl in zahlreichen Studien bei Menschen mit atopischer Dermatitis als auch in Studien bei 
Hunden mit CAD konnte eine mangelhafte Metabolisierung dieser PUFA nachgewiesen 
werden (MANKU et al. 1982; OLIWIECKI et al. 1991; SCHAFER und KRAGBALLE 
1991). Als Ursache wird hierbei eine verminderte Aktivität der für die Synthese von PUFA 
notwendigen Enzyme diskutiert. So konnte bei an CAD leidenden Hunden eine verminderte 
Umwandlung der DHGL (C20:3n6) zu AA (C20:4n6) gezeigt werden (∆5-Desaturase-
Defekt). Vergleichende Untersuchungen der erythrozytären FS-Zusammensetzung atopischer 
und gesunder Hunde deuteten ebenfalls auf eine verminderte Aktivität der ∆5- und ∆6-
Desaturasen bei den erkrankten Tieren hin (FUHRMANN et al. 2006). Therapeutische 
Erfolge bei der CAD durch die diätetische Verabreichung von n3- und / oder n6-FS könnten 
somit darauf beruhen, dass die gestörte körpereigene Synthese dieser FS ausgeglichen wird. 
Durch den Einbau von PUFA sowie ihrer Stoffwechselmetabolite wird das zelluläre FS-
Muster beeinflusst. Daraus ergibt sich eine Vielzahl modulierender Mechanismen für die 
Funktion von Zellen, nicht zuletzt auch für die immunologisch wirksame Mastzelle. Die 
Auswirkungen einer Veränderung des zellulären FS-Musters manifestieren sich in einer 
veränderten Membrancharakteristik, was wiederum membranständige Rezeptoren, aber auch 
die Signaltransduktion ins Zellinnere beeinflusst (siehe Kapitel 2.2.5.2; CALDER et al. 1994; 
KAWASAKI et al. 1994; GRAMMATIKOS et al. 1994c; CALDER et al. 2002; GUECK et 
al. 2004a; SEIDEL et al. 2005a; DAS 2006c; SPRECHER 2007). 
Sowohl die Mastzellaktivierung als auch die Mastzelldegranulation sind von der 
Zusammensetzung der Membranen abhängig (DRABER und DRABEROVA 2001). GUECK 
et al. (2004) konnten durch Zusatz von n3-FS eine Verminderung der Histaminausschüttung 
bei kultivierten Mastzellen (C2) feststellen. Auch die das Entzündungsgeschehen der CAD 
prägenden Eicosanoide werden durch das zelluläre FS-Muster beeinflusst. So führte die 
vermehrte Freisetzung von n3-FS aus den membranären Phospholipiden nach einer 
Mastzellaktivierung zur verminderten Produktion entzündungsfördernder Eicosanoide 
(GUECK et al. 2004a).  
Bei der Aktivierung von Mastzellen werden ROS gebildet (WOLFREYS und OLIVEIRA 
1997; BROOKS et al. 1999; SUZUKI et al. 2003). Über die Beeinflussung intrazellulärer 
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Signaltransduktionswege (MAPK-Signaltransduktionsweg: siehe Kapitel 2.2.6.3.1.2; NF-κB-
Aktivierung: siehe Kapitel 2.2.6.3.1.1) können ROS die Aktivität verschiedener Enzyme 
sowie die Genexpression und die Apoptose beeinflussen. Studien konnten zeigen, dass die 
Anzahl gebildeter ROS durch eine Supplementierung mit PUFA beeinflussbar ist (ARSLAN 
et al. 1984; WATKINS et al. 1998; COCCO et al. 1999). Zahlreiche Autoren vertreten dabei 
die These, dass eine Zunahme der genannten FS im Gesamt-FS-Gehalt der Zelle zu einer 
Zunahme der Anfälligkeit der Zellen gegenüber oxidativen Schäden führt. Gerade FS mit 
einer hohen Anzahl an Doppelbindungen unterliegen einem Angriff durch ROS und wirken 
begünstigend auf die Entstehung von Lipidperoxiden sowie deren Abbauprodukten 
(SHINOMURA et al. 1991; COCCO et al. 1999; NAKANO et al. 2005).  
Auch für Antioxidantien, insbesondere für α-TOH, konnte ein Einfluss auf Mastzellen 
festgestellt werden. In diesem Zusammenhang haben GUECK et al. (2002) bei den C2-Zellen 
durch Zusatz von α-TOH (100 µM) sowohl eine verminderte Histaminausschüttung als auch 
eine verminderte Produktion von PGD2 festgestellt. Dies spricht ebenfalls dafür, dass 
Mastzellfunktionen redoxsensibel sind.  
Voraussetzung für die Betrachtungen der Einflussnahme von PUFA auf oxidative Parameter 
ist die Analyse des Einbaus der supplementierten FS in die Biomembranen sowie deren 
Metabolisierung. Aus diesem Grund wurden sowohl der Einfluss der supplementierten PUFA 
auf das Wachstum als auch deren zellulärer Einbau und ihre anschließende Metabolisierung 
untersucht. Versuchsbegleitend wurde der Gehalt an α-TOH in den Zellen und im Medium 
bestimmt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit caninen Mastozytomzellen der Linie C2 als in vitro 
Modell für die Entzündungsvorgänge allergisch bedingter Hauterkrankungen den Einfluss von 
PUFA auf oxidative Parameter zu untersuchen. Dazu wurde die FS-abhängige Produktion von 
ROS sowie deren Folgeprodukte in den C2-Zellen quantifiziert. Darüber hinaus wurden FS-
abhängige Effekte auf eine Stressor-induzierte Apoptose näher untersucht. Vermutet wurde 
ein ursächlicher Zusammenhang zwischen der diätetischen Zufuhr von PUFA und oxidativen 
Parametern der Mastzellen. 
5.1 Eignung der C2 als in vitro Model für Untersuchungen zur CAD 
Bei den vorliegenden Untersuchungen dienten Mastzellen als zelluläres Model für die CAD, 
um den Einfluss von PUFA auf oxidative Parameter dieser Entzündungszellen zu 
untersuchen. Für die Durchführung wurden canine Mastzellen der Linie C2 verwendet. Wie 
bereits in Kapitel 2.2.3 beschrieben, weisen die C2 morphologisch und funktionell viele 
Gemeinsamkeiten mit adulten Mastzellen des Hundes auf. Trotz einiger Unterschiede zu 
Mastzellen ex vivo besitzen sie den entscheidenden Vorteil, dass es sich um eine Spezies-
spezifische, permanent kultivierbare Mastzelllinie handelt. Durch Kryokonservierung ist es 
möglich, eine große Anzahl von Zellen in der gleichen Passage (gleiche Eigenschaften) zu 
erhalten (siehe Kapitel 3.2.1.3).  
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5.2 Einfluss der PUFA-Supplementierung auf das Wachstum der C2 
Für die Kultivierung der C2 ist der Zusatz von FKS notwendig. In serumfreiem Medium 
sterben die Zellen bereits nach kurzer Zeit ab. Die Menge an FKS wurde dabei auf 5 % 
reduziert, um einen möglichst geringen FS-Eintrag über das Medium bei gleichzeitig guten 
Wachstumsbedingungen zu ermöglichen.  
Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde dem Dauerkulturmedium, welches bereits 
geringe FS-Mengen als Folge des Zusatzes von FKS enthielt, die zu untersuchenden PUFA in 
einer Konzentration von 20 µM zugesetzt. Die Gesamt-FS-Konzentration betrug somit 41,2 
µM (genaue Zusammensetzung siehe Kapitel 3.2.1.1) im Grundmedium und 61,2 µM in den 
jeweils mit FS supplementierten Medien. Diese Konzentrationen sind vergleichbar mit 
Angaben anderer Autoren. GONZALES et al. (2000) stellten an einer Hepatomzelllinie ein 
gutes Zellwachstum bei der Zugabe verschiedener FS in einer Konzentration von 50 µM fest. 
In einer weiteren Studie wurde das Wachstum von Neuroblastom-, Tubencarcinom- und 
Coloncarcinomzellen nach Zugabe von GLA (C18:3n6) zum Kulturmedium untersucht 
(HRELIA et al. 1999). Alle drei Zelllinien zeigten bei 10 und 20 µg GLA / ml Medium (36 
und 72 µM) ein ähnliches Wachstum wie im Kontrollmedium. Im Gegensatz dazu wurde 
durch 50 µg GLA / ml (180 µM) eine deutliche Hemmung des Zellwachstums festgestellt. 
Eine Hemmung des Wachstums kultivierter Mesangialzellen durch den Zusatz von DHA 
(C20:6n3) zum Kulturmedium wurde von GRANDE et al. (2000) beschrieben. Diese Zellen 
zeigten bei der Zugabe von 10 µM DHA (C20:6n3) eine 38 %-ige und bei der Zugabe von 20 
µM DHA (C20:6n3) eine 67 %-ige Wachstumssuppression. Eine EPA-Supplementierung in 
gleicher Höhe hatte dagegen keinen Einfluss auf das Wachstum dieser Zellen. 
Höhere Konzentrationen an freien FS können sich demnach hemmend auf das Zellwachstum 
auswirken. Dabei scheint eine starke Abhängigkeit von der Art der kultivierten Zellen und der 
jeweils supplementierten FS zu bestehen (BDI-DEZFULI et al. 1997; FINSTAD et al. 1998a). 
Zahlreiche Autoren konnten bei steigenden Konzentrationen supplementierter FS wachstums-
inhibierende Effekte aufzeigen (CHEN et al. 1997; COLQUHOUN 1998; HRELIA et al. 
1999). Ursache hierfür scheint die Auslösung intrazellulärer ROS-Generation mit 
anschließender Bildung von Lipidperoxiden und deren teils toxischen Abbauprodukten zu 
sein (siehe Kapitel 5.5 – 5.7). Hohe Konzentrationen freier FS im Medium können darüber 
hinaus direkt als Detergenz wirken und so zum Zelluntergang führen. 
Um den Einfluss der supplementierten FS auf das Wachstum der Zelllinie zu untersuchen, 
wurden Wachstumskurven angefertigt. Hierfür wurde jeweils nach 6 Stunden, sowie 2, 4, 6 
und 8 Tagen die Zellzahl der C2 bestimmt (siehe Kapitel 3.2.1.5). Die Anzahl der C2 nahm 
sowohl im Grundmedium als auch in allen FS-supplementierten Medien über den 
Kultivierungszeitraum von 8 Tagen zu. Dabei wurde die höchste Zellzahl bei den im 
Grundmedium kultivierten Zellen am 7. Tag und bei den mit den PUFA supplementierten 
Zellen am 8. Tag gezählt. Auffällig war, dass die Zellzahl bei den mit PUFA supplementierten 
Zellen bereits am 2. Tag signifikant höher lag als am Tag 0, wohingegen die Zellen aus dem 
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Grundmedium erst am Tag 4 eine signifikant höhere Zellzahl aufwiesen. Die zugesetzten 
PUFA schienen also insbesondere am Anfang der Kultivierung einen positiven Effekt auf das 
Zellwachstum auszuüben, führten dann aber erst am Tag 8 zum Erreichen der Höchstzellzahl. 
Unabhängig von der supplementierten FS zeigten die C2 am 8. Kultivierungstag keine 
signifikanten Unterschiede in der Zellzahl. Auch im Vergleich zu unsupplementierten Zellen 
lag eine in etwa einheitliche Zellzahl vor. Dies spricht für die Eignung der gewählten FS-
Konzentration von 20 µM, da die FS keinen wachstumsinhibierenden Effekt ausübten und 
zwischen den einzelnen supplementierten FS für diesen Parameter keine signifikanten 
Unterschiede vorlagen. 
Die Anzahl abgestorbener C2 fiel unabhängig vom Medium am 4. Kultivierungstag 
signifikant ab. An diesem Tag wurde den Kulturen jeweils neues Medium zugegeben. Danach 
wurde ein leichter Anstieg der abgestorbenen Zellen verzeichnet. Bis zum Ende der 
Kultivierungsdauer fiel die Anzahl abgestorbener Zellen wieder ab. Eine mögliche Erklärung 
für die höhere Anzahl von abgestorbenen C2-Zellen zum Zeitpunkt des Aussetzens der Zellen 
und der Zufuhr von neuem Medium könnte sein, dass die Zellen zu diesen Zeitpunkten einem 
erhöhten Stress ausgesetzt waren. Ein apoptotischer Effekt der zugesetzten PUFA zum 
Zeitpunkt der Medienzugabe kann jedoch ausgeschlossen werden, da sich der Kurvenverlauf 
der abgestorbenen Zellen bei den im Grundmedium kultivierten C2 gleichermaßen verhielt. 
Im Rahmen von Vorversuchen und anhand von Ergebnissen vorheriger Studien an den C2 
wurde festgestellt, dass die Zellzahl unter den gewählten Kulturbedingungen nach dem Tag 8 
abfällt (SEIDEL et al. 2005a). Aus diesem Grund wurden die Zellen am Kultivierungstag 8 
gewonnen und für die Versuche verwendet. 
5.3 Veränderung des Fettsäurenmuster der C2 durch den Zusatz der PUFA 
5.3.1 Einbau der supplementierten Fettsäuren in C2 
Ähnlich wie bei Zellen in vivo zeigen auch kultivierte Zellen eine Veränderung der zellulären 
FS-Zusammensetzung entsprechend der exogenen Zufuhr. Dies beruht u.a. auf der Tatsache, 
dass Zellen exogen zugeführte FS bevorzugt nutzen und die de novo Synthese gleichermaßen 
gehemmt wird (SPECTOR et al. 1980; BANDYOPADHYAY et al. 1987). Ein Großteil der 
aufgenommenen FS dient dabei der Membransynthese. Zellen einer humanen Brust-
Epithelzelllinie nahmen nach 3-tägiger Supplementierung mit 30 µM LA (C18:2n6), LE 
(C18:3n3), AA (C20:4n6), EPA (C20:5n3) oder DHA (C22:6n3) diese FS zu mehr als 40 % 
in ihren Gesamt-FS-Pool auf, wobei wiederum mehr als 85 % der aufgenommenen FS in die 
Phospholipide der Membran integriert wurden (GRAMMATIKOS et al. 1994d). 
Um die Veränderungen der membranären FS-Zusammensetzung durch die Supplementierung 
mit PUFA zu untersuchen, wurde das FS-Muster der C2 gaschromatographisch bestimmt. 
Dabei zeigte sich, dass sich der Zusatz der PUFA zum Grundmedium (DEH) nach der 8-
tägigen Kultivierung deutlich im FS-Muster der C2-Zellen wiederspiegelt. Demnach war ein 
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erhöhter Einbau der entsprechend supplementierten FS im Vergleich zu den 
unsupplementierten Zellen zu verzeichnen.  
Die C2-Zellen lagerten alle supplementierten FS direkt bzw. nach der Synthese in ihre 
längerkettigen, vermehrt ungesättigten Metabolite in ihre zellulären Lipide ein. Nach 8-
tägiger Kultivierung zeigten die mit LE- und EPA-supplementierten Zellen eine 18- bzw. 19-
fache Steigerung ihres prozentualen Gehaltes an n3-FS. Demgegenüber führte eine 
Supplementierung mit LA (C18:2n6) und AA (C20:4n6) zu einer 6- bzw. 7-fachen Steigerung 
des Gesamt-n6-FS-Gehaltes. In früheren Arbeiten wurde lediglich dieser Steigerungsfaktor 
für die Diskussion der Ergebnisse herangezogen. Der auffallend größere Steigerungsfaktor bei 
den n3-FS wurde dabei dahingehend diskutiert, dass die n3-FS bevorzugt eingebaut und in 
ihre Metabolite überführt werden. Als Erklärung wurde z.B. ein verstärkter Transport der n3-
FS über die Plasmamembran angeführt. Dieser erfolgt neben einfacher Diffusion auch über 
plasmamembranassoziierte Proteine, wie dem FS-Bindungsprotein (FABP), den FS-
Transportproteinen (FATP) oder der FS-Translokase (FAT / CD36; HUI und BERNLOHR 
1997). Für diese Proteine konnte neben einer spezifischen Gewebe- bzw. Zellverteilung auch 
eine FS-Spezifität nachwiesen werden (KOONEN et al. 2005).  
Berechnet man anstatt der reinen Steigerungsfaktoren die Differenz aus dem Gehalt an n3-FS 
im Grundmedium und in den mit LE (C18:3n3) oder EPA (C20:5n3) supplementierten 
Medien bzw. den Gehalt an n6-FS im Grundmedium und in den mit LA (C18:2n6) oder AA 
(C20:4n6) supplementierten Medien, so zeigt sich eine vergleichbare Zunahme. So wiesen die 
n3-FS eine Zunahme um 51,67 nmol FS / 1 x 107 Zellen bei DEH-LE und 57,99 nmol FS / 1 x 
107 Zellen bei DEH-EPA auf. Der Gehalt der n6-FS erhöhte sich um 59,58 nmol FS / 1 x 107 
Zellen bei DEH-LA und 58,37 nmol FS / 1 x 107 Zellen bei DEH-AA. Dies spricht dafür, dass 
die C2 unabhängig von der Art der FS-Familie die angebotenen FS in annähernd gleichem 
Maße einbauen. 
Auffällig ist, dass es bei der Supplementierung einer FS der n3 -Familie nicht zwangsläufig zu 
einem kompensatorischen Abfall der FS der n6-Familie bzw. umgekehrt kommt. Bei in DEH-
AA (C20:4n6) kultivierten Zellen kam es ebenso zu einer geringfügigen Zunahme der n3-FS 
DHA (C22:6n3; um 1,33 nmol FS / 1 x 107 Zellen; Anstieg: 2,2-fach) und bei der 
Supplementierung mit der n3-FS LE (C18:3n3) zeigte sich auch eine Zunahme der n6-FS AA 
(C20:4n6; 1,71 nmol FS / 1 x 107 Zellen; Anstieg: 2,2-fach). Noch deutlicher spiegelte sich 
dies in den Summen der n3- und n6-FS wieder. Unabhängig von der FS-Familie stiegen bei 
allen supplementierten FS sowohl die n3- als auch die n6- FS an. Es ist also anzunehmen, 
dass in C2 die Supplementierung mit PUFA zu einer Aktivierung der Enzyme des 
Metabolismus der essentiellen FS führt. Im Gegensatz dazu führte eine Supplementierung mit 
n3- bzw. n6-FS bei einer Primärkultur neonataler Cardiomyozyten zu einem reduzierten 
Gehalt der jeweils anderen FS-Familie (HRELIA et al. 1995). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der primäre Effekt einer FS-Supplementierung eine 
Modifizierung der Membran-FS-Zusammensetzung darstellt. Bei den C2-Zellen erhöhte sich 
dabei die Gesamtsumme an n3-FS nach der Supplementierung mit den unterschiedlichen n3-
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FS in einem vergleichbaren Ausmaß (DEH-LE auf 9,21 %; DEH-EPA auf 9,83 %) und auch 
die Zufuhr von den beiden n6-FS LA und AA beeinflusste die Gesamt-n6-Summe im gleichen 
Maße (DEH-LA auf 10,49 %; DEH-AA auf 11,45 %). Unabhängig von der Art der 
supplementierten FS ändert sich sowohl der absolute (ca. 55 nmol FS / 1 x 107 Zellen) als 
auch der prozentuale Gehalt (ca. 10 %) an PUFA im Gesamtfettpool in ähnlicher Weise. 
Weiterhin zeigen die C2 nach der 8-tägigen Kultivierung unabhängig von der Art der 
supplementierten FS einen kompensatorischen Abfall des prozentualen Anteils der n7- und 
n9-FS bei nahezu konstantem Gesamt-FS-Gehalt. 
5.3.2 Metabolisierung von PUFA nach Supplementierung mit LA und LE 
Zahlreiche Studien mit unterschiedlichen Zellkultursystemen führten zu dem Ergebnis, dass 
auch kultivierte Zellen exogen zugeführte FS metabolisieren können. Nahezu alle 
untersuchten Zellkulturen zeigten dabei eine effiziente Elongation supplementierter LA 
(C18:2n6) und LE (C18:3n3). Die meisten wiesen auch eine ausreichende ∆6-
Desaturaseaktivität auf. Im Gegensatz dazu stellte die ∆5-Desaturase den limitierenden Schritt 
in der AA- und EPA-Synthese dar (GRAMMATIKOS et al. 1994b). FS mit mehr 
Doppelbindungen als AA (C20:4n6) und EPA (C20:5n3) wurden indes kaum produziert, da 
kultivierte Zellen typischerweise eine ∆4-Desaturasedefizienz aufweisen. Die 
charakteristischen Eigenschaften einzelner Zelltypen und die sich stark unterscheidenden 
Kulturbedingungen stellen die Ursache für unterschiedliche Enzymaktivitäten dar. 
Bei den untersuchten C2 führte die Anreicherung des Kulturmediums mit LA zu einer 
Zunahme an GLA (C18:3n6) um 14,15 nmol FS / 1 x 107 Zellen (Anstieg: 6-fach), was für 
eine gute Aktivität der ∆6-Desaturase spricht. Die Umwandlung von LE durch die ∆6-
Desaturase in die Octadecatetraensäure (ODT [C18:4n3]) ist anhand der vorliegenden 
Ergebnisse nicht beurteilbar, da die Werte unterhalb der Nachweisgrenze lagen.  
∆6-Desaturase∆6-Desaturase
ElongaseElongase
∆5-Desaturase∆5-Desaturase
LA (C18:2n6) LE (C18:3n3)
GLA (C18:3n6) ODT (C18:4n3)
DGLA (C20:3n6) ETA (C20:4n3)
AA (C20:4n6) EPA (C20:5n3)
6-fach ↑
61-fach ↑12-fach ↑
2-fach ↑ 8-fach  ↑
4-fach ↑ >2-fach ↑
u.N.
DEH-LA DEH-LE
∆6-Desaturase∆6-Desaturase
ElongaseElongase
∆5-Desaturase∆5-Desaturase
LA (C18:2n6) LE (C18:3n3)
GLA (C18:3n6) ODT (C18:4n3)
DGLA (C20:3n6) ETA (C20:4n3)
AA (C20:4n6) EPA (C20:5n3)
1,61 ↑
39,15 ↑41,85 ↑
1,76 ↑ 4,86  ↑
14,15 ↑ >0,17 ↑
u.N.
DEH-LA DEH-LE
 
Abb. 33: Metabolismus der n3- und n6-FS in den C2 nach 8-tägiger Kultivierung in DEH-LA und 
DEH-LE (links: Zunahme in nmol FS /1 x 107 Zellen; rechts: Steigerungsfaktor). 
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Eine Bevorzugung von LE (C18:3n3) vor LA (C18:2n6) als Substrat der ∆6-Desaturase 
wurde beispielsweise an Endothelzellen beschrieben (ROSENTHAL und WHITEHURST 
1983; SIMOPOULOS 1991; SARDESAI 1992). Bei den C2 kann hingegen keine höhere 
Affinität der ∆6-Desaturase für eine bestimmte FS-Familie festgestellt werden. Es zeigte sich 
ein starker Anstieg der ETA (C20:4n3; um 39,15 nmol FS / 1 x 107 Zellen; Anstieg: 61-fach) 
nach der Kultivierung im LE-supplementierten Medium. Die ETA (C20:4n3) geht durch 
Verlängerung um 2 C-Atome aus der ODT (C18:4n3) hervor. ODT (C18:4n3) selbst stellt 
wiederum das Desaturaseprodukt der ∆6-Desaturase dar. Die entsprechende FS der n6-
Familie, die DGLA (C20:3n6), die aus der GLA (C18:3n6) gebildet wird, stieg um 41,85 
nmol FS / 1 x 107 Zellen (Anstieg: 12-fach) verglichen mit dem Grundmedium an. ETA 
(C20:4n3) und DGLA (C20:3n6) stiegen damit vergleichbar um ca. 40 nmol FS / 1 x 107 
Zellen an. Generell scheinen die n3- und n6-FS in annähernd gleichem Maße durch die ∆6-
Desaturase metabolisiert zu werden. 
Die Tatsache, dass ODT (C18:4n3) unterhalb der Nachweisgrenze lag, spricht dafür, dass sie 
sehr schnell durch die Elongase in die ETA (C20:4n3) überführt wurde und dadurch keinen 
größeren Anstieg zeigte. Aus der Gruppe der bisher beschriebenen sechs Elongasen ist die 
Elongase 5 (ELOVL5) für die Verlängerung der C18- bis C22-PUFA zuständig 
(JAKOBSSON et al. 2006). Für die ELOVL5 konnte bereits eine Substratbevorzugung für die 
ODT (C18:4n3) gezeigt werden (INAGAKI et al. 2002).  
Die weitere Umsetzung der Produkte der ∆6-Desaturase und der Elongase erfolgt über die 
∆5-Desaturase. Hier scheint eine bevorzugte Umsetzung der n3-FS vorzuliegen. So stieg nach 
LE-Supplementierung der Gehalt an EPA (C20:5n3) um 4,86 nmol FS / 1 x 107 Zellen 
(Anstieg: 8-fach), nach LA-Supplementierung stieg der Gehalt des korrespondierenden ∆5-
Desaturase-Poduktes AA (C20:4n3) lediglich um 1,76 nmol FS / 1 x 107 Zellen (Anstieg: 2-
fach). In C2-Zellen scheint demnach keine nennenswerte Aktivität der ∆5-Desaturase für n6-
FS zu bestehen. Studien an Herzmuskelzellen wiesen ebenfalls auf eine Hemmung der ∆5-
Desaturase durch die Kultivierung in LA (C18:2n6) oder GLA (C18:3n6) hin (BORDONI et 
al. 1996). Im Gegensatz dazu wurde an tumorösen Leberzellen der Ratte eine Steigerung der 
Desaturaseaktivitäten durch die Kultivierung mit 50 µM LA (C18:2n6) ermittelt 
(ITURRALDE et al. 1990).  
5.3.3 Metabolisierung von PUFA nach Supplementierung mit AA und EPA 
Nach der Kultur der C2 in den AA- bzw. EPA-supplementierten Medien wurden neben dem 
Einbau der FS erhöhte Konzentrationen ihrer Elongationsprodunkte, der Adrensäure- 
(C22:4n6) und der n3-DPA (C22:5n3; um 17,7 nmol FS / 1 x 107 Zellen; Anstieg: 33-fach) 
gemessen. Da die Konzentration der Adrensäure (C22:4n6) bei den im Grundmedium 
kultivierten C2 unterhalb der Nachweisgrenze der Methode lag, lässt sich der Anstieg nur 
schätzen. Unter Zugrundelegung der Nachweisgrenze von 0,11 nmol errechnet sich dabei eine 
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Steigerung um > 7,36 nmol FS / 1 x 107 Zellen (Anstieg > 68-fach). Beide Befunde belegen 
sowohl für die n6- als auch für die n3-FS eine gute Aktivität der Elongase.  
Bei Fütterungsversuchen an Ratten konnte generell eine bessere Verlängerung zu C22-FS aus 
C20-FS gegenüber C20-FS aus C18-FS gezeigt werden (LIN und SALEM 2005). Im 
Gegensatz dazu wurde nach der Kultivierung von Fibroblasten, Endothelzellen und 
Retinoblastomzellen in EPA- oder AA-supplementiertem Medium eine präferierte 
Umwandlung der EPA zur n3-Docosapentaensäure (n3-DPA [C22:5n3]) ermittelt 
(ROSENTHAL et al. 1991).  
ElongaseElongase
∆4-Desaturase∆4-Desaturase
AA (20:4n6) EPA (C20:5n3)
Adrensäure (C22:4n6)
22:5n6 DHA (C22:6n3)
> 68-fach ↑
4-fach ↑
33-fach ↑
43-fach ↑33-fach ↑
DEH-AA DEH-EPA
ElongaseElongase
∆4-Desaturase∆4-Desaturase
AA (20:4n6) EPA (C20:5n3)
Adrensäure (C22:4n6) DPA (C22:5n3)
22:5n6 DHA (C22:6n3)
> 7,36 ↑
5,76 ↑
17,7 ↑
31,32 ↑45,7 ↑
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Abb. 34: Metabolismus der n3- und n6-FS in den C2 nach 8-tägiger Kultivierung in DEH-AA und 
DEH-EPA (links: Zunahme in nmol FS /1 x 107 Zellen; rechts: Steigerungsfaktor). 
Die weiterführende Metabolisierung der FS erfolgt über die ∆4-Desaturase. Nach 8-tägiger 
Kultivierung mit EPA zeigte sich ein 4-facher Anstieg der DHA (C22:6n3). Die aus AA 
gebildete n6-DPA (C22:5n6) lag unter der Nachweisgrenze der Methode. Somit weisen die 
C2 zumindest für die n3-FS eine ∆4-Desaturaseaktivität auf. Die Synthese der DHA aus EPA 
wurde auch an weiteren Zellkulturen beschrieben, u.a. an humanen Monozyten (KISHIDA et 
al. 2006) oder Astrozyten (INNIS und DYER 2002; WILLIARD et al. 2002).  
Auch Versuche an Hodenzellen von Ratten konnten eine bevorzugte Umwandlung der n3-FS 
EPA und n3-DPA (C22:5n3) zu DHA (C22:6n3) gegenüber den n6-FS AA (C20:4n6) und 
Adrensäure (C22:4n6) zu n6-DPA (C22:5n6) aufzeigen (RETTERSTOL et al. 2000).  
Da unter dem verwendeten Messprogramm der Nachweis der Elongaseprodukte der n6-DPA 
(C22:5n6) und der DHA (C22:6n3) sowie ihrer ∆6-Desaturaseprodukte C24:5n6 und C24:6n3 
nicht möglich ist, kann keine Aussage über die Aktivität der entsprechenden Enzyme in den 
C2 gemacht werden. 
Zusammenfassend sprechen die Befunde für eine gute ∆6-Desaturaseaktivität der 
verwendeten C2. Dabei scheint keine Substratbevorzugung für eine der beiden FS-Familien 
zu bestehen. Die ∆5-Desaturase, welche die Bildung von AA (C20:4n6) aus DGLA (C20:3n6) 
oder  von EPA (C20:5n3) aus ETA (C20:4n3) katalysiert, besitzt in den C2 wahrscheinlich 
eine verminderte Aktivität, wobei hier eine Substratbevorzugung für n3-FS festgestellt 
werden konnte. Des Weiteren ist die enzymatische Umwandlung von AA (C20:4n6) und EPA 
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(C20:5n3) zu den entsprechenden Verlängerungsprodukten möglich, eine weitere 
Umwandlung konnte jedoch nicht untersucht werden. Dieser FS-Stoffwechsel der C2 
entspricht somit dem vermuteten FS-Stoffwechsel bei atopischen Hunden, die auf eine 
Therapie mit n3-FS ansprachen (SCOTT et al. 1997b; WILLIARD et al. 2002). Die C2 bilden 
daher ein hervorragendes Modell für die CAD. 
5.4 Methylene Bridge Index 
Verschiedenste Studien konnten zeigen, dass eine Aktivierung von Mastzellen mit einem 
Anstieg der intrazellulären Konzentration an ROS einhergeht (WOLFREYS und OLIVEIRA 
1997; BROOKS et al. 1999; SUZUKI et al. 2003). Wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, führt 
auch der in den vorliegenden Versuchen verwendete Stressor Mastoparan zur Bildung von 
ROS.  
Die Menge an gebildeten Radikalen und Lipidperoxiden scheint dabei durch eine 
Supplementierung mit PUFA beeinflussbar zu sein. Zahlreiche Autoren vertreten die These, 
dass eine Zunahme an ungesättigten FS im Gesamt-FS-Gehalt zu einer erhöhten Anfälligkeit 
der Zellen gegenüber oxidativen Schäden führt (SHINOMURA et al. 1991; COCCO et al. 
1999; NAKANO et al. 2005). Ursächlich scheint bei diesen Studien ein Zusammenhang 
zwischen der oxidativen Anfälligkeit und der Zunahme der Anzahl von Doppelbindungen der 
zugesetzten FS zu bestehen. Daneben existieren auch Untersuchungen, die neben der Anzahl 
auch eine Abhängigkeit von der Lage der Doppelbindung diskutieren (VISIOLI et al. 1998; 
SCHNEIDER et al. 2001). Diese Studien stellen die Begründung für mögliche n3- bzw. n6-
FS-spezifische Effekte dar. 
Vermutet wird, dass die Zufuhr spezifischer Stimuli zu einer Aktivierung der cPLA2 führt, 
wodurch es innerhalb weniger Sekunden zu einer Freisetzung der konstitutiv in Zellen 
vorkommenden PUFA aus den Phospholipiden der Membran kommt (IRVINE 1982). Diese 
freigesetzten FS können die intrazelluläre ROS-Generation induzieren (siehe Kapitel 2.2.6.2). 
Die gebildten ROS können u.a. auf die Phospholipide der Membran wirken und zur 
Entstehung von Lipidradikalen und Lipidperoxiden führen (siehe Kapitel 2.2.6.3.2). 
Besonders gefährdet sind hierbei die langkettigen, mehrfach ungesättigten FS der 
Biomembranen, da sie einen hohen Gehalt an bis-allyl-methylen-Positionen aufweisen (siehe 
Kapitel 2.2.6.3.2). Diese Position zwischen zwei benachbarten Doppelbindungen ist die 
thermodynamisch favorisierte Stelle für den Angriff von Radikalen auf FS (GARDNER 1989; 
KOPPENOL 1990). Aus diesem Grund wurde bei den C2 der MBI, der ein Maß für die 
durchschnittliche Anzahl von bis-allyl-methylen-Positionen darstellt, berechnet (siehe Kapitel 
3.2.3.2). Zellen, die einen hohen Gehalt an PUFA haben und somit eine große Anzahl an 
Doppelbindungen aufweisen, haben demzufolge auch einen größeren MBI (KELLEY et al. 
1995).  
Die Vermutung liegt nahe, dass es in Zellen mit hohem MBI nach initialer ROS-Generation 
zu einem amplifizierenden Effekt kommt, welcher zu einer verstärkten Bildung weiterer ROS 
und Lipidperoxide führt.  
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Durch die Supplementierung der C2-Zellen mit unterschiedlichen PUFA kam es, wie in 
Kapitel 5.3 beschrieben, zu einem Einbau dieser FS bzw. ihrer Metabolite. Entsprechend 
veränderte sich auch die Anzahl von Doppelbindungen bzw. bis-allyl-methylen-Positionen in 
den Biomembranen der C2. Die beschriebenen Effekte einer Mastoparanaktivierung beruhen 
somit nicht nur auf der Freisetzung der supplementierten FS aus den Biomembranen, sondern 
auch auf der cPLA2-abhängigen Freisetzung ihrer eingebauten FS-Metabolite. Aus diesem 
Grund wurde basierend auf den Ergebnissen der GC-Analyse, der MBI berechnet (siehe 
Kapitel 3.2.3.2). 
Um den Zusammenhang zwischen oxidativen Parametern und der Zunahme an PUFA im 
Gesamt-FS-Gehalt der Biomembranen herzustellen, wurden die gemessenen Parameter (ROS-
Bildung, Lipidperoxide) auf eine mögliche Beziehungen zum MBI untersucht. 
5.5 Bildung von Radikalen in den C2 
Um zu untersuchen, inwieweit eine Supplementierung unterschiedlicher PUFA die Bildung 
von ROS in den C2 beeinflusst, wurde der Fluoreszenzfarbstoff 2´7´-dichlorodihydrofluo-
rescin-Diazetat (DCHF-DA) verwendet. Bei DCFH-DA handelt es sich um den am häufigsten 
verwendeten Fluoreszenzfarbstoff zur ROS-Detektion (JAKUBOWSKI et al. 1999; HEMPEL 
et al. 1999). Ein Vorteil von DCFH-DA besteht darin, dass er durch eine Vielzahl verschie-
dener ROS einschließlich Wasserstoffperoxid, Stickstoffoxid und Peroxynitrtit oxidiert 
werden kann (LEBEL et al. 1992). ROS aus verschiedenen intrazellulären Quellen (siehe 
Kapitel 2.2.6.2) können somit erfasst werden. Im Gegensatz zu methodisch sehr aufwendigen 
Verfahren wie der Cytochrom-C-Reduktion und dem Nitroblautetrazolium-Test (siehe Kapitel 
2.2.6.5) ist die Bestimmung über Fluoreszenzfarbstoffe eine sehr schnelle und sensible 
Methode. Weitere Verfahren wie die Chemilumineszenz und die Elektronen-Spin-Resonanz 
sind sehr elegante und hochsensible Methoden, besitzen jedoch einen hohen apparativen 
Aufwand.  
Die mit PUFA supplementierten C2-Zellen zeigten eine gesteigerte Produktion an ROS 
gegenüber den im Grundmedium kultivierten Zellen. Bei den ungestressten C2 (ohne 
Mastoparan) zeigte sich dabei eine Abhängigkeit vom MBI. So erhöhte sich mit steigendem 
MBI auch die Anzahl an gebildeten ROS. C2, die sich im MBI nicht signifikant unterschieden 
(LE [C18:3n3] und AA [C20:4n6]), zeigten auch keinen signifikanten Unterschied bei der 
ROS-Menge (siehe Kapitel 4.6.2). Deutlich wird, dass die Zellen bereits ohne Zufuhr von 
Mastoparan eine ROS-Bildung zeigten, obwohl die Zellen vor Durchführung des Assays so 
wenig wie möglich manipuliert wurden (siehe Kapitel 3.2.5).  
Der Unterschied der DCF-Fluoreszenz zwischen den ungestressten und den mit Mastoparan 
gestressten C2 fiel gering aus. So zeigten die mit LA- und AA-supplementierten C2 keine 
signifikanten Unterschiede in der gebildeten ROS-Menge (siehe Kapitel: 4.6.4). 
Untersuchungen zum Einsatz von DCFH-DA zeigten, dass eine effiziente Oxidation zu dem 
fluores-zierenden DCF vor allem durch CO-· und NO· erfolgt. O2-·, OH· und H2O2 werden 
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hingegen nicht effizient detektiert (WARDMAN 2007). Diese Feststellung liefert eine 
mögliche Begründung für die relativ geringen Unterschiede zwischen ungestressten und mit 
Mastoparan gestressten C2. Möglicherweise kommt es durch die Mastoparanstimulation 
insbesondere zu einer Bildung von solchen ROS (z.B. O2-·), die im Fluorescein-Assay nicht 
effizient detektiert werden.  
Bei den mit 25 µM Mastoparan gestressten C2-Zellen zeigten ebenfalls die mit PUFA 
supplementierten Zellen eine gesteigerte Produktion von ROS gegenüber den im 
Grundmedium kultivierten Zellen. Auffällig war dabei eine deutliche Zunahme der ROS-
Produktion der in LE (C18:3n3) kultivierten C2. Die mit n3-FS (LE und EPA) 
supplementierten Zellen wiesen somit einen signifikant erhöhten Spiegel an ROS auf, und das 
obwohl für LE (C18:3n3) und AA (C20:4n6) ein nahezu identischer MBI berechnet wurde 
(MBI von LE = 36,3; MBI von AA = 36,63; siehe Kapitel 4.6.3). 
Auch NAKANO et. al (2005) zeigten bei Mastzellen (RBL-2H3), die über 2 Tage mit 
verschiedenen PUFA supplementiert wurden, eine erhöhte Produktion von ROS nach FcεRI-
cross-linking (siehe Kapitel 2.2.2) oder nach Zufuhr des Ionophors Ionomycin. Zur Detektion 
der gebildeten ROS wurde in deren Versuchen ebenfalls der Fluoreszenzfarbstoff DCFH-DA 
verwendet. Der Anstieg der Fluoreszenz durch die Oxidation von DCF wurde mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Auch hier konnte die höchste ROS-Produktion sowohl bei 
unstimulierten als auch bei stimulierten RBL-Mastzellen nach EPA-Supplementierung 
(25 µM) festgestellt werden. Die mit AA (C20:4n6; 25 µM) supplementierten Zellen zeigten 
eine geringere Fluoreszenz, gefolgt von Eicosatriensäure (20:3n-9; 25 µM).  
Wie bereits in Kapitel 2.2.6 erwähnt, beeinflussen ROS die Mastzelldegranulation. So konnte 
in verschiedensten Studien eine verstärkte Histaminfreisetzung durch ROS nachgewiesen 
werden. Dieser Vorgang scheint durch eine ROS-bedingte Phosphorylierung von Proteinen 
vermittelt zu werden, die für den Sekretionsvorgang von Histamin aus den Mastzellgranula 
bedeutend sind (MATSUI et al. 2000). 
Auch in den Studien von NAKANO et. al (2005) konnte eine erhöhte Zelldegranulation 
nachgewiesen werden. Dabei führten sowohl EPA (C20:5n3) als auch AA (C20:4n6) zu einer 
Phosphorylierung von Syk und LAT (linker for activation of T-cells). Diese Tyrosinkinasen 
führen zu einer Ca-Mobilisierung mit entsprechenden nachgeschalteten Effekten, 
einschließlich der Degranulation (SUZUKI et al. 2003). Die Degranulationsrate wurde über 
die Freisetzung von β-Hexosaminidase ermittelt. Dieses Enzym dient als Parameter der 
Mastzelldegranulation (SCHWARTZ et al. 1979). Hierbei zeigte sich, dass AA (C20:4n6) den 
stärksten Effekt zeigte, gefolgt von EPA (C20:5n3) und ETA (3,6-; 2,3-; 1,7-fach im 
Vergleich zur Kontrolle; NAKANO et al. 2005). 
Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten C2-Zellen konnte in früheren Versuchen 
ebenfalls eine verstärkte Freisetzung von Mastzellmediatoren (Histamin, PGE2) nach der 
Supplementierung mit PUFA feststellt werden (GUECK et al. 2004a), wobei hier AA 
(C20:4n6) sowohl bei der spontanen als auch der Mastoparan-stimulierten Freisetzung einen 
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stärkeren Effekt als EPA (C20:5n3) ausübte. Trotz stärkerer ROS-Bildung durch EPA 
(C20:5n3) zeigte sich also übereinstimmend bei den C2 und bei den von NAKANO et al. 
verwendeten RBL-Mastzellen eine verstärkte Degranulation nach AA-Supplementierung.  
Neben der ROS-Konzentration sind auch andere Faktoren für die Degranulation von 
Bedeutung. NAKANO et al. (2005) untersuchten dazu den Anstieg der intrazellulären Ca-
Konzentration mittels Fura-2 in Abhängigkeit von verschiedenen supplementierten FS. 
Hierbei zeigte tatsächlich AA (C20:4n6) trotz niedrigerer ROS-Bildung einen signifikant 
stärkeren Effekt auf die intrazelluläre Ca-Konzentration als EPA (C20:5n3) und 
Eicosatriensäure (C20:3n3). Da die Degranulation Ca-abhängig ist, könnte dies eine mögliche 
Erklärung für die höhere Degranulationsrate der untersuchten RBL-Mastzellen nach AA-
Supplementierung sein. 
Als Ursache für eine vermehrte Produktion von ROS durch den Zusatz von PUFA kommen 
verschiedene Erklärungsmöglichkeiten in Betracht. So konnte man in Versuchen, in denen die 
PUFA direkt als Stressoren eingesetzt wurden (short time effects; siehe Kapitel 2.2.5.2) 
nachweisen, dass AA (C20:4n6) und andere langkettige, ungesättigte FS selektiv die 
Komplexe I und III der mitochondrialen Atmungskette hemmen und somit zu einem 
hochgradigen Anstieg der ROS-Bildung führen (KORSHUNOV et al. 1998; COCCO et al. 
1999). Im Gegensatz dazu zeigten gesättigte FS keine derartigen Entkopplereffekte. Auch an 
murinen Lymphozyten konnte eine Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette, 
einhergehend mit einem ROS-Anstieg nachgewiesen werden (ARSLAN et al. 1984). Die 
genauen Mechanismen der Hemmung der Atmungskette sind jedoch noch weitgehend 
ungeklärt. Ein möglicher Angriffspunkt liegt in einer Interaktion zwischen den PUFA und 
dem ADP / ATP-Carrier (COCCO et al. 1999; CARLSSON et al. 1999). 
Daneben entfalten PUFA auch eine Wirkung auf die Aktivität intrazellulärer Enzyme. 
Gemeinsam mit DAG (siehe Kapitel 2.2.2) führen sie zu einer Aktivierung der PKC 
(SHINOMURA et al. 1991). Die Arbeiten zeigten, dass AA (C20:4n6) wesentlich potenter ist 
als LA (C18:2n6; LESTER et al. 1991). Da die PKC über die Aktivierung weiterer 
Tyrosinkinasen an der Aktivierung der cPLA2 und auch an der Aktivierung spezifischer 
radikalgenerierender Enzymsysteme wie der NADPH-Oxidase (siehe Kapitel 2.2.6.2.3.1) 
beteiligt ist, könnte dies eine Erklärung für die höhere ROS-Generation nach der AA-
Supplementierung im Vergleich zur LA-Supplementierung bieten. 
Es ist nicht auszuschließen, dass auch die in Membranphospholipide eingebauten und nach 
Aktivierung über die cPLA2 freigesetzten FS (long time effect) eine ähnliche Wirkung 
entfalten können. Die in den C2 aus der sn-2-Position der Phospholipide freigesetzten FS 
könnten so Einfluss auf intrazelluläre Quellen reaktiver Sauerstoffspezies (siehe Kapitel 
2.2.6.2) ausüben und somit die ROS-Generation FS-spezifisch modulieren. 
Daneben existieren auch Arbeiten, die die ROS-Generation in Abhängigkeit der 
Veränderungen der Phospolipidstruktur nach PUFA-Supplementierung untersuchten. Dabei 
handelt es sich um Versuche zur Bestimmung der langfristigen FS-Effekte (WATKINS et al. 
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1998). Gegenstand der Untersuchungen war dabei insbesondere das Diphospholipid 
Cardiolipin (CL), welches mit bis zu 25 % das Hauptphospholipid der inneren 
Mitochondrienmembran darstellt (IMM). CL ist besonders reich an LA (C18:2n6) und weist 
die am stärksten diätetisch veränderbare FS-Zusammensetzung unter den Phospholipiden auf. 
Durch eine entsprechende Veränderung der FS in der Diät kann ein Gehalt von 85-90 mol-% 
LA (C18:2n6), 50 mol-% DHA (C22:6n3) bzw. 50 mol-% Ölsäure (C18:1n9) erreicht werden 
(BERGER et al. 1992). Enzymkomplexe, die in den Elektronentransport und die ATP-
Synthese involviert sind, sind von einer engen Assoziation mit CL abhängig. Somit hat 
Cardiolipin eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung des Membranpotentials inne. 
Veränderungen in der CL-FS-Zusammensetzung führen zu Veränderungen der ROS-
Produktion und des mitochondrialen Potentials.  
WATKINS et al. (1998) konnten zeigen, dass es durch den Einbau aller von ihnen getesteten 
PUFA (36 Stunden) zu einem Anstieg der intrazellulären ROS-Produktion kam, wobei mit 
DHA (C22:6n3; 50 µM) supplementierte Zellen fünf mal mehr ROS bildeten, als die Zellen, 
die mit den anderen FS angereichert waren (LA [C18:2n6], EPA [C20:5n3], AA [C20:4n6]; je 
50 µM). Die Ursache hierfür war, dass DHA (C22:6n3) in der Zelle selektiv angereichert 
wurde. So kam es insbesondere in CL zu einer Akkumulation, wohingegen sich die Gesamt-
FS-Zusammensetzung der Zelle durch DHA (C22:6n3) gegenüber den anderen PUFA wenig 
änderte. Aber gerade die CL-FS-Zusammensetzung hat aufgrund ihres Einflusses auf den 
Elektronentransport eine starke Wirkung auf die mitochondriale Superoxidproduktion. EPA 
(C20:5n3) und AA (C20:4n6) führten in hohem Maße zu einer Veränderung der Gesamt-FS-
Zusammensetzung der Zelle, wurden in Cardiolipin jedoch nur zu einem geringen Teil 
eingebaut. Es ist demnach zu vermuten, dass DHA (C22:6n3) zu einer Steigerung der 
mitochondrialen, EPA (C20:5n3) und AA (C20:4n6) dagegen zu einer Steigerung der 
extramitochondrialen ROS-Generation führten. 
Diese Untersuchungen zeigten, dass eine vom Zelltyp abhängige selektive Anreicherung von 
FS in bestimmten, für die Generierung von ROS bedeutsamen Zellkompartimenten (z.B. 
Mitochondrium) zu einer Beeinflussung der ROS-Produktion führt. Die Ergebnisse von 
WATKINS et. al. 1998 stellen eine mögliche Erklärung für die Tatsache dar, dass nach 
Zufuhr des Stressors Mastoparan (25 µM) insbesondere die mit den n3-FS EPA (C20:5n3) 
und LE (C18:3n3) supplementierten C2 die signifikant höchste ROS-Bildung zeigten. 
Möglicherweise erfuhren gerade diese FS eine verstärkte Einlagerung in membranäre 
Zellkompartimente (z.B. Mitochondrienmembran), die für die ROS-Generation der Zelle 
maßgeblich sind. 
Im Gegensatz zu den aufgeführten in vitro Versuchen (short time effects sowie long time 
effects) zeigten einige Fütterungsversuche mit PUFA eine verminderte Produktion von ROS. 
So konnte in aktivierten Neutrophilen (ex vivo) eine verminderte O2-•- und H2O2-Generation 
festgestellt werden. In diesen Untersuchungen zeigte sich auch eine verminderte Aktivität der 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Dieses Enzym stellt die Hauptquelle von NADPH dar, 
welches essentiell für die Superoxidgeneration durch die NADPH-Oxidase ist (LOPES et al. 
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1999). Bei Fütterungsversuchen mit EPA (3,6 g EPA / Tag über 6 Wochen) konnte ebenfalls 
eine verminderte O2-•-Generation isolierter polymorphkerniger Leukozyten nach der 
Stimulation festgestellt werden (FISHER et al. 1990). Eine mögliche Erklärung hierfür liefern 
die Ergebnisse von SCHNEIDER et. al. (2001). Die Autoren konnten bei humanen 
Neutrophilen (ex vivo) nach Verabreichung von AA (C20:4n6) eine Konformationsänderung 
an der p47phox-Untereinheit der NADPH-Oxidase feststellen, woduch diese verstärkt aktiviert 
wurde (siehe Kapitel 2.2.6.2.3.1). Dieser Effekt konnte bei n3-FS nicht festgestellt werden, 
wodurch auch die NADPH-Oxidase zu einem geringeren Maße aktiviert wurde, was in einer 
verminderten Bildung von O2-• resultierte. 
Zusammenfassend zeigten alle mit PUFA supplementierten C2-Zellen sowohl mit als auch 
ohne Zufuhr von Mastoparan eine gesteigerte Produktion an ROS gegnüber den im 
Grundmedium kultivierten Zellen. Nach Zufuhr von 25 µM Mastoparan zeigten insbesondere 
die n3-FS (LE [C18:3n3] und EPA [C20:5n3]) eine signifikant höhere ROS-Produktion. Eine 
mögliche Erklärung liegt in der selektiven Anreicherung von FS in bestimmten für die ROS-
Generation bedeutsamen Zellkompartimenten (z.B. Mitochondrium). Eine weitere 
Erklärungsmöglichkeit stellt die Spezifität der Nachweismethode dar. Eine verstärkte O2-•-
Generation wurde in den aufgeführten in vivo Studien insbesondere für die AA (C20:4n6) 
beschrieben. Gerade O2-• können mit dem verwendeten Fluoreszenzfarbstoff jedoch nicht 
effizient detektiert werden. Um diese beiden Erklärungsmöglichkeiten weiter zu untersuchen, 
müsste man bei den C2-Zellen eine Bestimmung des FS-Musters einzelner Organellen bzw. 
verschiedener Phospholipidklassen durchführen. Um Aufschluss über die Art der ROS bzw. 
ihren Bildungsort in den C2 zu erhalten, könnte man auch verschiedene Hemmstoffe 
einsetzen. Hierzu zählen z.B. DPI als Hemmstoff für die NADPH-Oxidase, die NO-Synthase 
und die mitochondriale Atmungskette, L-NMMA als spezifischer NO-Synthaseinhibitor und 
Rotenon als Hemmstoff der mitochondrialen Elektronentransportkette (siehe Kapitel 
2.2.6.2.3.1). Die Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamine 123 könnte einen 
selektiven Nachweis mitochondrial gebildeter ROS ermöglichen, da der Farbstoff sich 
aufgrund seiner positiven Ladung in Mitochondrien anreichert.  
5.6 Bildung von Lipidperoxiden in den C2 
Die durch den Zusatz von Mastoparan gebildeten ROS können auf die Phospholipide der 
Membran wirken und zur Entstehung von Lipidradikalen und Lipidperoxiden führen (siehe 
Kapitel 2.2.6.3.2). Wie in Kapitel 5.4 beschrieben sind hierbei die bis-allyl-methylen-
Positionen der in die membranären Phospholipide eingebauten PUFA besonders gefährdet. 
Eine Methode zum Nachweis von Lipidperoxiden stellt der Nachweis thiobarbituratreaktiver 
Substanzen (TBArS) dar, wobei hier insbesondere Malondialdehyd (MDA) nachgewiesen 
wird (siehe Kapitel 3.2.6). Aufgrund seiner einfachen und kostengünstigen Methodik stellt er 
den am häufigsten verwendeten Assay zum Nachweis von Lipidperoxidabbauprodukten in 
biologischen Proben dar. Der größte Kritikpunkt dieser Methode besteht darin, dass die zur 
Detektion von MDA zugesetzte Thiobarbitursäure, wie in Kapitel 2.2.6.5.2 beschrieben, auch 
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mit anderen Verbindungen reagiert. Unter definierten Testbedingungen wie niedrigem pH-
Wert und einer Erhitzungsphase von mindestens 20 min über 90°C kann man jedoch davon 
ausgehen, dass MDA den Hauptreaktionspartner darstellt (BIRD und DRAPER 1984; WONG 
et al. 1987). 
Die in PUFA kultivierten C2 zeigten sowohl eine erhöhte Menge an TBArS als auch einen 
erhöhten MBI. Dabei stieg die Menge an TBArS mit steigendem MBI an. Auffällig war dabei 
die Feststellung, dass gerade LE (C18:3n3) zu einer signifikant geringeren TBArS-
Konzentration im Vergleich zu AA (C20:4n6) führte, trotz sich nicht signifikant 
unterscheidendem MBI (siehe Kapitel 4.7.2). Eine Besonderheit der Testmethode beruht 
darauf, dass Assays zum Nachweis von MDA besonders für die Detektion von 
Abbauprodukten aus FS mit mehr als drei Doppelbindungen geeignet sind (HALLIWELL und 
CHIRICO 1993a). Während der 8-tägigen Kultivierung kommt es, wie in Kapitel 2.2.5.1 
beschrieben, zur Synthese längerkettiger und verstärkt desaturierter FS-Metabolite. Der Anteil 
von FS mit mehr als drei Doppelbindungen steigt insbesondere bei EPA-Supplementierung 
an, wohingegen LE (C18:3n3) und AA (C20:4n6) zu einem vergleichbaren Anstieg von FS 
mit mehr als 3 Doppelbindungen geführt haben. Demnach beruht die signifikant erniedrigte 
TBArS-Konzentration nach LE-Supplementierung nicht auf der beschriebenen Spezifität der 
Testmethode, da beide FS eine vergleichbare Anzahl von Doppelbindungen in den 
Biomembranen nach der 8-tägigen Kultivierung aufwiesen. 
Es wurden zahlreiche in vitro Studien zur Quantifizierung von Lipidperoxiden in 
Abhängigkeit von der Zugabe verschiedener PUFA durchgeführt. So konnte in Versuchen mit 
HL-60-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit AA (C20:4n6), DHA (C22:6n3) bzw. EPA 
(C20:5n3) in einer Konzentration von 25, 50 und 75 µM sowie Zusatz von 10 µM α-TOH ein 
Anstieg der intrazellulären Konzentration an TBArS aufgezeigt werden, wobei EPA 
(C20:5n3) und DHA (C22:6n3), gefolgt von AA (C204n6) bei allen FS-Konzentrationen zur 
höchsten Produktion von Lipidperoxiden führten (HEALY et al. 2003). Auch bei einer 
humanen Keratinozytenzelllinie (NCTC 2544), die 48 Stunden mit verschiedenen PUFA (je 5 
µM) supplementiert wurde, war nach Stressung mittels UVA-Bestrahlung eine 
dosisabhängige Bildung von TBArS nachzuweisen (QUIEC et al. 1995). Diese Ergebnisse 
zeigten ebenfalls, dass die nachweisbare TBArS-Konzentration mit steigendem Grad der 
Ungesättigtheit der zugesetzten FS anstieg. Die TBArS-Bildung war um das 1,4-; 2- und 2,5-
fache, bei Verwendung von LA (C18:2n6), GLA (C18:3n6) und AA (C20:4n6) erhöht. Die 
Supplementierung mit Ölsäure (5 µM) zeigte hingegen keine Unterschiede zur Kontrolle. 
Die Studien zeigten eine generelle Tendenz zu einer verstärkten Peroxidation der FS mit 
steigender Anzahl an Doppelbindungen der supplementierten FS. Eine exakte Berechnung des 
MBI wurde jedoch nur in wenigen Studien durchgeführt. WAGNER and BURNS (1994) 
quantivizierten Lipidperoxidradikale über die Messung der Elektronen-Paramagnetischen-
Resonanz (EPR; siehe Kapitel 2.2.6.5.1). Eine murine Leukämiezelllinie (L1210) wurde dabei 
über 48 Stunden mit verschiedenen PUFA (Ölsäure [C18:1n9], LA [C18:2n6], LE [C18:3n3], 
GLA [C18:3n6], AA [C20:4n6], EPA [C20:5n3], DHA [C22:6n3]; jeweils 32 µM) kultiviert. 
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Nach gaschromatographischer Analyse des FS-Musters wurde der MBI berechnet und die 
Zellen mit Eisenascorbat gestresst. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich eine deutliche 
Korrelation zwischen dem errechneten MBI und der Menge an gebildeten 
Lipidperoxidradikalen. Dabei stieg die Rate an Lipidperoxiden exponentiell mit der Anzahl 
von bis-allyl-methylen-Positionen an, so dass insbesondere FS mit fünf und sechs 
Doppelbindungen zu einer hohen Lipidperoxidationsrate führten (WAGNER et al. 1994a). Im 
Gegensatz dazu konnte man bei früheren Versuchen an Lipidextrakten eine lineare 
Korrelation zwischen MBI und Lipidperoxidation feststellen (COSGROVE et al. 1987). Eine 
mögliche Erklärung für den exponentiellen Zusammenhang bei ganzen Zellen ist die enge 
räumliche Anordnung der PUFA in den Phospholipiden der Zellmembranen (englisch: 
clustering). Die gebildeten Lipidradikale verbleiben am Ort ihrer Generation und setzen die 
Kettenreaktion fort. Je höher der Ausgangsgehalt an Lipidperoxiden ist, desto stärker fällt 
demnach der amplifizierende Effekt aus. Dies stellt auch eine mögliche Erklärung für die 
weitaus stärkere TBArS-Generation nach EPA- (C20:5n3) Zusatz bei den in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten C2- Zellen dar. 
Darüber hinaus gibt es Autoren, die die präferierte Peroxidation von Doppelbindungen einer 
bestimmten Position postulieren. Nach PORTER (1984) handelt es sich dabei besonders um 
die terminalen Doppelbindungen der FS. Dies würde für eine erhöhte peroxidative 
Anfälligkeit der n3-FS sprechen. Bei zellfreien in vitro Versuchen konnte ebenfalls 
nachgewiesen werden, dass die Oxidierbarkeit einer FS nicht zwangsläufig vom Grad der 
Ungesättigtheit abhängt. Zur Untersuchung der Auswirkung einzelner FS auf die TBArS-
Konzentration wurden diese FS in SDS-Micellen eingelagert und anschließend mit AAPH 
(2,2-azo-bis [2-amidinopropane] dihydrochloride) gestresst. Dabei zeigte sich, dass AA 
(C20:4n6) und DHA (C22:6n3) die höchste Menge an TBArS aufwiesen, wohingegen EPA 
(C20:5n3), die von der Anzahl der Doppelbindungen her eine mittlere Position einnimmt, zu 
einer geringeren ROS-Generation führte (VISIOLI et al. 1998). Dies könnte die verminderte 
TBArS-Konzentration nach LE-Supplementierung trotz vergleichbaren MBI mit AA 
(C20:4n6) begründen. 
In der vorliegenden Arbeit konnten messbare TBArS-Werte erst nach einer Inkubation mit 50 
µM Mastoparan gemessen werden. Geringere Konzentrationen des Stressors führten im 
Rahmen der Vorversuche nicht zu messbaren TBArS-Konzentrationen. Eine mögliche 
Erklärung für diese Feststellung liefern die Ergebnisse einer Studie von SUGIHARA et al. 
(1994a). Die dort in PUFA-supplementierten Medien kultivierten Hepatozyten zeigten einen 
zeitabhängigen Anstieg des TBArS-Gehaltes im Zellmedium, wohingegen der Gehalt an 
TBArS in den Zellen selbst unverändert blieb. Die hohen Konzentrationen der 
supplementierten FS (1,0 mM EPA [C20:5n3], AA [C20:4n6], DHA [C22:6n3]) führten 
höchstwahrscheinlich zu einer Störung der Zellpermeabilität. Dies bestätigte sich in den 
Versuchen auch durch den hohen Verlust von LDH, einem guten Indikator für die 
Membranintegrität. Die TBArS gelangten so ins Medium und konnten dort gemessen werden. 
Ähnlich verhält es sich mit den C2-Zellen. Die hohen Konzentrationen an Mastoparan (50 
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µM) führten einerseits zu einer verstärkten Bildung von ROS (siehe Kapitel 3.2.5), was zu 
einer verstärkten Lipidperoxidation führt. Anderseits ist es aber durchaus denkbar, dass die 
hohe Konzentration von Mastoparan zu Membranschäden führte. Die TBArS konnten somit 
in den Puffer übertreten und dann erst gemessen werden (SUGIHARA et al. 1994). 
Neben diesen in vitro Versuchen wurden auch Studien an Zellen ex vivo durchgeführt. So 
wurde bei isolierten Rattenhepatozyten, die über 2 Tage mit unterschiedlichen gesättigten und 
ungesättigten FS (je 0,5 mM) supplementiert wurden, ebenfalls die Menge an gebildeten 
TBArS sowie deren Einfluss auf die Zellschädigung untersucht. Auch hier war ein 
Zusammenhang zwischen den gemessenen Parametern und dem Grad der Ungesättigtheit der 
zugesetzten FS nachweisbar. So zeigte eine EPA-Supplementierung die stärkste 
Zellschädigung, gemessen über den Verlust an LDH durch die Membran, was wiederum 
signifikant mit einer höheren Menge an TBArS korrelierte. Die AA-Supplementierung 
hingegen führte zu einer geringeren TBArS-Konzentration und Zellschädigung, wobei die 
Unterschiede zwischen den FS mit abnehmender Dosis der supplementierten FS immer 
geringer wurden (MIKKELSEN et al. 1993). 
Auch in Versuchen an isolierten Ratten-Hepatozyten, zeigte sich nach 4-stündiger Inkubation 
mit PUFA (0,4 mM) und anschließender Zufuhr des Stressors Cumolhydroperoxid (CMHP) 
ein starker Anstieg der TBArS-Konzentration und ein Anstieg der Membranschädigung 
(Verlust an LDH) bei PUFA mit vier und mehr Doppelbindungen (DHA [C22:6n3], EPA 
[C20:5n3], AA [C20:4n6]), wohingegen Ölsäure (C18:1n9), LA (C18:2n6) und LE (C18:3n3) 
keinen signifikanten Effekt ausübten (SUGIHARA et al. 1994). 
Zusammenfassend zeigten alle mit PUFA supplementierten C2 einen Anstieg der messbaren 
TBArS-Konzentration. Dabei stieg die Anzahl der TBArS mit zunehmendem MBI an. 
Auffällig war die verminderte TBArS-Konzentration nach LE-Supplementierung. Hier scheint 
ein n3-FS-spezifischer Effekt vorzuliegen. 
5.7 Zellschädigung und Apoptose in den C2 
Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, kann eine Mastoparan-induzierte ROS-
Generation zu einer verstärkten Lipidperoxidation führen. Der Zerfall von 
Lipidperoxidprodukten wie Lipidhydroperoxiden und Endoperoxiden führt zur Entstehung 
von Endprodukten wie Alkoholen, Ketonen und Aldehyden. Einige dieser Endprodukte wie 
MDA und 4-Hydroxy-2-Nonenal (siehe Kapitel 2.2.6.5.2) sind biologisch sehr aktiv und 
besitzen zum Teil toxische und mutagene Eigenschaften (ESTERBAUER et al. 1990). 
Daneben können sie, ähnlich wie ROS, über unterschiedliche Wege eine Apoptose induzieren 
(SUSIN et al. 1999). Verschiedene Autoren konnten bestätigen, dass eine gesteigerte 
Produktion von ROS sowie ein Anstieg von Lipidperoxidabbauprodukten mit einer 
Steigerung der Apoptoserate einhergehen. 
Um die Apoptose zu untersuchen wurde ein Comet-Assay durchgeführt (siehe Kapitel 
2.2.6.5.3). Dabei handelt es sich um ein hochsensitives Nachweisverfahren von DNA-Einzel- 
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und Doppelstrangbrüchen. Der Vorteil der Methode besteht darin, dass eine Analyse auf der 
Ebene einzelner Zellen erfolgt. Bei einem geringen Zellbedarf können nahezu alle Zellarten 
untersucht werden, was zu einer sehr weiten Verbreitung dieser Technik besonders in der 
toxikologischen Forschung geführt hat (CHANDNA 2004). Ein Nachteil der Methode liegt 
darin, dass die Auswertung des Tests subjektiv durch optische Abschätzung der Schweiflänge 
erfolgt. Um eine objektive Beurteilung zu ermöglichen, wurde der Versuch doppelblind 
durchgeführt (siehe Kapitel 3.2.7).  
Um den Einfluss der PUFA-Supplementierung auf die durch Mastoparan induzierte Apoptose 
zu untersuchen, wurden verschiedene Konzentrationen des Stressors eingesetzt. Die mit 
PUFA supplementierten C2 wiesen einen Anstieg des Zellschädigungs-Scores im Vergleich 
zu den im Grundmedium kultivierten Zellen auf, und zwar unabhängig von der Konzentration 
des zugesetzten Mastoparans. Dabei schien ebenfalls eine Abhängigkeit vom Grad der 
Ungesättigtheit der supplementierten FS zu bestehen. Die größten Unterschiede zwischen den 
einzelnen PUFA ergaben sich bei den nicht gestressten C2. Hier wird deutlich, dass die FS an 
sich, also unabhängig vom Stressor, allein durch ihre Supplementierung einen Einfluss auf die 
Integrität der DNA ausüben. Insbesondere die in DEH-AA und DEH-EPA kultivierten Zellen 
wiesen hier die signifikant höchsten Schädigungs-Scores auf. Mit zunehmender 
Konzentration des Stressors Mastoparan zeigt sich auch insgesamt eine Zunahme der 
Zellschädigung. Allerdings fiel der Unterschied zwischen den einzelnen FS immer geringer 
aus (Abb. 35). 
 
Abb. 35: Vergleichende Darstellung der Comet-Assay-Scores der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im 
Gundmedium (DEH), in den mit Linolsäure (DEH-LA), Linolensäure (DEH-LE), 
Arachidonsäure (DEH-AA) und Eicosapentaensäure (DEH-EPA) supplementierten Medien 
und dem Zusatz steigender Mengen von Mastoparan (MW ± SD, n = 6). 
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Bei 25 µM zeigten dann insbesondere die in DEH-LE und DEH-EPA kultivierten Zellen die 
stärkste DNA-Schädigung, ein Ergebnis, welches sich auch in den Werten des Fluorescein-
Assays widerspiegelt. Hier zeigte sich ebenfalls die höchste DCF-Fluoreszenz und demnach 
die stärkste intrazelluläre ROS-Generation bei den in LE (C18:3n3) und EPA (C20:5n3) 
kultivierten Zellen (siehe Kapitel 4.6.3). 
Bei den vorliegenden Ergebnissen ist hervorzuheben, dass die Durchführung des Comet-
Assays an sich, also auch ohne Zufuhr von Mastoparan, zu einer Stressung der Zellen führt. 
Damit lässt sich auch der relativ hohe Schädigungs-Score der C2-Zellen ohne 
Mastoparanzusatz erklären. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Wachstumskurven ist 
jedoch nicht davon auszugehen, dass die Zellen während der Kultivierung einer DNA-
Schädigung, die letztendlich zu einer hohen Apoptoserate geführt hätte, ausgesetzt waren. 
Der genaue Mechanismus der Auslösung apoptotischer Prozesse durch FS ist Gegenstand 
intensiver Forschungen. Dabei handelt es sich fast ausschließlich um Versuche, in denen die 
FS als direkte Stressoren (short time effect) eingesetzt wurden.  
Die Zufuhr von PUFA in Konzentrationen zwischen 5 und 60 µg / ml (zum Vergleich: in den 
vorliegenden Versuchen verwendete FS-Konzentration 20 µM ≙ 5,6-6,0 µg / ml) führte in 
verschiedenen Tumorzelllinien zu einer dosisabhängigen Zunahme der Apoptoserate 
(HRELIA et al. 1999). Es zeigte sich, dass der Effekt von PUFA auf die Apoptoserate von der 
Dosis der supplementierten FS, der Zeitdauer der Supplementierung und der Art der Zelllinie 
an sich abhängig ist. In diesem Zusammenhang wiesen humane promyelotische 
Leukämiezellen (HL-60), murine Myelomzellen (SP2 / 0) und murine Makrophagenzellen 
(AK-S) nach Supplementierung mit PUFA (30 - 180 min) eine Erschöpfung intrazellulärer 
Antioxidantien, einen Anstieg von ROS und eine verstärkte Apoptoserate auf. Man geht 
hierbei davon aus, dass die gebildeten ROS eine mitochondrial vermittelte Apoptose auslösten 
(siehe Kapitel 2.2.6.3.3.1).  
Daneben können PUFA auch über eine Hemmung der Bcl2-Expression zur Apoptose führen. 
So wurde bei einer Inselzellkultur nach Supplementierung von PUFA (1 mM) eine Abnahme 
der Bcl2-mRNA um 68 % nachgewiesen. Bei Bcl2 handelt es sich um einen 
Transkriptionsfaktor mit antiapoptotischen und antioxidativen Eigenschaften. Durch Bindung 
peroxidischer Produkte an Bcl2-Onkogene kam es nach GLA- (C18:3n6), AA- (C20:4n6), 
EPA- (C20:5n3) und DHA-(C22:6n3) Zusatz zur Inhibierung der Genexpression (HALDER 
S. 1995). Ähnliche Mechanismen wurden auch für das Onkogen ras nachgewiesen. In diesem 
Zusammenhang konnte eine Verminderung der ras-Aktivierung durch n3-FS gezeigt werden 
(CHAPKIN et al. 1997). ROS können darüber hinaus, wie in Kapitel 2.2.6.3.3.3 beschrieben, 
über den MAPK-Signaltransduktionsweg und die Heterodimerisierung früher Gene (c-fos und 
c-jun) zur Aktivierung von AP-1 führen, womit die AP-1-induzierte Apotose eingeleitet wird 
(siehe Kapitel 2.2.6.3.3.3). 
Bei Hep2-Larynxzellen zeigte sich, dass Ölsäure (C18:1n9) und LA (C18:2n6) einen geringen 
Einfluss auf die Apoptoserate ausübten, wohingegen LE (C18:3n3), GLA (C18:3n6), AA 
5 Diskussion 85 
(C20:4n6), EPA (C20:5n3) und DHA (C22:6n3) dosisabhängig einen programmierten Zelltod 
induzierten. Hierbei wurde eine Beeinflussung mitochondrialer Enzyme, insbesondere der 
Carnitin-Palmitoyltransferase І (CPT 1) durch FS nachgewiesen. Die Hemmung dieser an die 
äußere Mitochondrienmembran gebundenen Translokase führt zu einer verminderten 
Generation von Acetyl-CoA, womit weniger Substrat für den Citratzyclus und letztendlich 
weniger Reduktionsäquivalente für die ATP-Bildung zur Verfügung stehen. Dieser zelluläre 
Energiemangel kann zur Auslösung der mitochondrial vermittelten Apoptose führen 
(COLQUHOUN 1998). Auch eine Aktivitätssteigerung von Nukleasen konnte durch PUFA 
nachgewiesen werden. So wurde in einer Gehirnzellprimärkultur ein 3-facher Anstieg der 
Endonukleaseaktivität nach Zufuhr von AA (C20:4n6) nachgewiesen (WILLIAMS et al. 
1998). 
Aufgrund der Tatsache, dass die in Membranphospholipide eingebauten PUFA nach 
Mastzellaktivierung binnen Sekunden über die cPLA2 freigesetzt werden, können die aus den 
short time-Versuchen stammenden Erkenntnisse auch eine mögliche Erklärung für die FS-
spezifische Modulierung der Apoptose in den vorliegenden Versuchen darstellen.  
Im Gegensatz zu den aufgeführten Untersuchungen konnte bei Rattenkarzinomzellen (W256) 
ein antiapoptotischer und wachstumsfördernder Effekt durch den Zusatz von AA (C20:4n6; 
25 µM) nachgewiesen werden. So zeigten diese Zellen nach Zusatz eines 
Lipoxigenasehemmstoffes (Nordihydrogeuaiaretic acid; NDGA) eine Apoptose, welche durch 
den Zusatz von AA (C20:4n6) verhindert werden konnte (TANG et al. 1997). Bei kultivierten 
Photorezeptorzellen konnte ebenfalls eine Verzögerung der natürlichen Zelluntergangsrate 
nach 7-tägiger Kultivierung mit DHA (C22:6n3, 5 µM) nachwiesen werden (ROTSTEIN et 
al. 1997). Geringe Mengen an PUFA können also einen stimulierenden Effekt auf das 
Zellwachstum ausüben. Auch bei Brustkrebszellen konnte nach Zusatz von 0,5 µg / ml GLA 
(C18:3n6) eine Zunahme des Zellwachstums festgestellt werden, wohingegen 
Konzentrationen von mehr als 10 µg / ml einen wachstumsinhibierenden Effekt zeigten 
(ROSE et al. 1995). Eine mögliche Erklärung für die proproliferative Wirkung könnte der 
geringe Gehalt an PUFA in Krebszellen aufgrund der verminderten Desaturaseaktivitäten 
sein. 
Zusammenfassend zeigten die C2 durch Zufuhr von PUFA eine Zunahme der DNA-
Schädigung / Apoptose. Dabei scheint eine Abhängigkeit von der Anzahl der gebildeten ROS 
zu bestehen, da insbesondere die FS (LE [C18:3n3]; EPA [C20:5n3]), die laut Fluorescein-
Assay die signifikant höchste ROS-Menge zeigten, bei der entsprechenden 
Mastoparankonzentration (25 µM) auch die höchsten Schädigungs-Scores aufwiesen. 
5.8 Vitamin E-Gehalte in den Zellen und im Medium 
In den meisten kommerziell erhältlichen Kulturmedien ist kein α-TOH enthalten und selbst 
ein Serumzusatz von bis zu 20 % kann das Defizit nicht effizient abdecken. Aus diesem 
Grund sind Untersuchungen zum Redoxstatus in kultivierten Zellen ohne α-TOH-Zusatz nur 
bedingt aussagekräftig (KELLEY et al. 1995).  
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Den mit fötalem Kälberserum (5 %; enthielt 0,27 µg / ml α-TOH) supplementierten Medien 
(DEH; selbst keine messbaren α-TOH-Konzentrationen) wurde deshalb α-TOH (5 µM) 
zugesetzt (siehe Kapitel 3.2.4). 
Nach 8-tägiger Kultivierung wurde die Konzentration von α-TOH in den Zellen und im 
Medium bestimmt (siehe Kapitel 3.2.4). Dabei zeigte sich in den C2-Zellen eine relativ 
einheitliche Konzentration an α-TOH (im Durchschnitt: 0,72 µg / 2 x 106 Zellen), unabhängig 
von der supplementierten FS. Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass die intrazelluläre α-
TOH-Konzentration der Zellen bei den unterschiedlich supplementierten Medien im 
Vergleich zueinander und zum Grundmedium nicht signifikant abwich. Auch die 
Konzentration des α-TOH, welches von den Zellen nicht aufgenommen wurde, war nach der 
8-tägigen Kultivierung relativ einheitlich (Durchschnitt: 1,53 ± 0,32 µg / ml Medium) und 
zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den supplementierten Medien und 
dem Grundmedium. Demnach ist gesichert, dass die Ergebnisse des Fluorescein-Assays, des 
TBArS-Tests und des Comet-Assays nicht auf einer unterschiedlichen Konzentration an α-
TOH in den Zellen basieren. 
Wie bereits in Kapitel 2.2.6.4.5 beschrieben, zeigten verschiedene in vitro Studien einen 
Einfluss von α-TOH auf die Reaktivität von Mastzellen. Bei den hier verwendeten C2-Zellen 
konnten sowohl die Histaminausschüttung und die Chymaseaktivität, als auch die Produktion 
von PGD2 (sowohl mit als auch ohne Zufuhr von Mastoparan) durch den Zusatz von α-TOH 
(100 µM) reduziert werden (GUECK et al. 2002). Auch bei Ratten-Mastzellen war die durch 
den Stressor Compound 48 / 80 induzierte Histaminausschüttung durch den Zusatz von α-
Tocpherol-Succinat (50 µM) um 70 % vermindert (RANADIVE und LEWIS 1982).  
Die α-TOH-Konzentration der C2 Zellen bei den eben beschriebenen Versuchen von GUECK 
et al. 2002 (Supplementierung mit 100 µM RRR-α-TOH) betrug nach der 8-tägigen 
Kultivierung 3,27 ± 1,09 µg / 1 x 107 Zellen (MW ± SD; n = 6). Rechnet man die gemessenen 
α-TOH-Konzentrationen der hier vorliegenden Ergebnisse (Supplementierung mit 5 µM α-
TOH) auf 1 x 107 Zellen hoch, zeigt sich eine vergleichbare α-TOH-Konzentration (3,62 ± 
0,69 µg / 1 x 107 Zellen; MW ± SD; n = 4) trotz der wesentlich niedrigeren Supplementierung 
des Mediums. Anscheinend nehmen die C2- Zellen nur eine gewisse Konzentration an α-TOH 
ins Zellinnere auf. Demgegenüber zeigen verschiedene ex vivo und in vitro Studien, dass 
Zellen ihre zelluläre α-TOH-Konzentration entsprechend der oxidativen Belastung regulieren 
können (DIMITROV et al. 1991; ERICKSON 1992). In diesen Arbeiten nahmen die Zellen 
bei oxidativem Stress kompensatorisch mehr α-TOH auf. Die C2 hingegen zeigten trotz einer 
unterschiedlichen oxidativen Belastung durch Zufuhr der verschiedenen PUFA keine 
signifikanten Unterschiede, sowohl im intrazellulären-, als auch im Medium-α-TOH-Gehalt.  
5.9 Interaktion zwischen FS und Antioxidantien 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Zusatz von PUFA zum Medium der 
C2-Zellen zu einer Steigerung der intrazellulären ROS-Generation (siehe Kapitel 5.5) sowohl 
bei ungestressten als auch bei mit Mastoparan-gestressten Zellen, führt. Die gebildeten ROS 
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können ihrerseits die Bildung von Lipidperoxiden initiieren. Dabei besteht ein 
Zusammenhang zwischen der Anzahl an bis-allyl-methylen-Positionen der FS (MBI) und dem 
Ausmaß an gebildeten Lipidperoxiden (siehe Kapitel 5.6). So zeigten insbesondere PUFA mit 
einem hohen Anteil von Doppelbindungen die stärkste Bildung von Lipidperoxiden. Diese 
FS-spezifische Bildung von ROS und Lipidperoxiden beeinflusst wiederum die Mastoparan-
induzierte Apoptose (siehe Kapitel 5.7). Auch hier zeigten die in DEH-AA und DEH-EPA 
kultivierten C2 die stärksten apoptotisch bedingten DNA-Schäden. 
Auch zahlreiche andere Autoren konnten feststellen, dass eine Zunahme von PUFA im 
Gesamt-FS-Gehalt der Zelle zu einer Zunahme der Anfälligkeit der Zellen gegenüber 
oxidativen Schäden führt (SHINOMURA et al. 1991; COCCO et al. 1999; NAKANO et al. 
2005).  
Einen wichtigen Gegenspieler zu reaktiven Sauerstoffspezies stellen Antioxidantien dar (siehe 
Kapitel 2.2.6.4). Viele Autoren konnten feststellen, dass es bei der Verabreichung von PUFA 
zu einer Abnahme der Konzentration der reduzierten Formen zellulärer Antioxidantien 
kommt. So zeigten kultivierte Leberzellen (G MV2E1-9) nach der Supplementierung mit AA 
(C20:4n6) eine reversible Erschöpfung intrazellulärer Glutathionreserven (CHEN et al. 1997). 
Auch bei murinen Leukämiezellen (L1210) wurde nach 48-stündiger Inkubation mit 
verschiedenen PUFA (je 32 µM) festgestellt, dass die Zufuhr eines Stressors (Eisen-Ascorbat) 
zu einer Abnahme der intrazellulären α-TOH-Konzentration bei in DHA (C22:6n3) 
kultivierten Zellen führte, wohingegen die Konzentration bei den in Ölsäure (C18:1n9) 
kultivierten Zellen konstant blieb. Die Autoren berechneten einen Quotienten aus dem α-
TOH-Gehalt der Zelle und der Anzahl der bis-allyl-methylen Positionen. Bei den mit DHA 
(C22:6n3) supplementierten Zellen zeigte sich dabei eine 10-fache Abnahme des Quotienten, 
wonach die Autoren einen 10-fachen Anstieg der oxidativen Anfälligkeit der Zelle 
postulierten (KELLEY et al. 1995). Der Abfall antioxidativer Komponenten scheint demnach 
die oxidative Anfälligkeit von Zellen zu verstärken, wohingegen die gezielte Zufuhr von 
Antioxidantien die vermehrte Bildung von ROS vermindern kann. Ein Zusatz von 10 µM α-
TOH führte z.B. bei über 24 Stunden mit DHA-, AA- und EPA supplementierten (je 25 µM) 
HL-60-Zellen zu einer Abnahme des TBArS-Gehaltes um 30 % (HEALY et al. 2003). Bei 
einer murinen Leukämiezelllinie (L1210) konnte eine Zufuhr von α-TOH die Bildung von 
Lipidperoxiden nach Zufuhr eines Stressors (Eisen-Ascorbat) konzentrationsabhängig (5-100 
µM) vermindern (WAGNER et al. 1996). 
Neben den aufgeführten in vitro Versuchen konnte auch bei Mäusen nach Fischöl-reicher Diät 
ein Rückgang des α-TOH-Gehaltes festgestellt werden. Dabei zeigte sich, dass sich die 
Peroxidationsrate der untersuchten Membranlipide umgekehrt proportional zum α-TOH-
Gehalt verhält. Die ex vivo untersuchten mitochondrialen und mikrosomalen 
Membranfraktionen waren dabei wesentlich empfindlicher bei Zufuhr eines pro-oxidativen 
Stimulus, was jedoch durch eine Supplementierung von Vitamin E (500 I. U. / kg über 30 
Tage) in der Diät wirksam kompensiert werden konnte (LAGANIERE et al. 1990).  
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Entgegen der aufgeführten Studien gibt es auch Untersuchungen, die den Einfluss von Anti-
oxidatien auf die PUFA-bedingte oxidative Zellschädigung kritisch diskutieren. So konnten 
eine durch EPA-induzierte Apoptose bei Ramosezellen (humane Burkitt-Lymphom-Zelllinie) 
weder durch den Zusatz von α-TOH noch durch Eicosanoidsyntheseinhibitoren vermindert 
werden, wohingegen Raji-Zellen (humane B-Lymphozyten) durch Vitamin E wirksam 
geschützt wurden (FINSTAD et al. 1998b).  
5.10 Fazit und Ausblick 
Bei früheren in vitro Versuchen konnten sowohl für α-TOH (siehe Kapitel 5.8) als auch für 
PUFA (siehe Kapitel 2.2.5.2) positive Wirkungen auf die Entzündungsreaktionen der C2 
beschrieben werden. So führte ein Zusatz von α-TOH bei den C2 zu einer Verminderung der 
Mastoparan-induzierten Histaminausschüttung, zu einer verminderten Chymaseaktivität sowie 
zu einer verminderten de novo Synthese von Eicosanoiden. Die Supplementierung mit PUFA, 
insbesondere der n3-FS-Familie, führte zu einer verminderten Produktion 
entzündungsfördernder Eicosanoide, einer herabgesetzten Histaminausschüttung und einer 
verminderten Tryptaseaktivität. 
Neben diesen in vitro Studien konnte man auch bei Fütterungsversuchen sowohl für PUFA 
(siehe Kapitel 2.1.3.4) als auch für Vitamin E eine positive Beeinflussung der klinischen 
Anzeichen atopischer Erkrankungen feststellen. In diesem Zusammenhang konnte man durch 
die Supplementierung mit PUFA, insbesondere bei einem n6 -n3-FS-Verhältnis von 5-10:1, 
eine Linderung der Symptome bei bis zu 40 % der an CAD-leidenden Hunde feststellen 
(SCOTT et al. 1997a). In einer klinischen Studie mit an Atopie erkrankten Menschen konnte 
durch eine 8-monatige Verabreichung von α-TOH (400 I.E. / Tag) bei über zwei Dritteln der 
Patienten eine deutliche Verbesserung der klinischen Symptome erreicht werden 
(TSOURELI-NIKITA et al. 2002). 
Die Ergebnisse der in vitro und in vivo Studien legen die Schlussfolgerung nahe, eine 
kombinierte Verabreichung vorzunehmen. Dies wird auch durch die Feststellung bekräftigt, 
dass die Verabreichung von PUFA mit einer Zunahme der oxidativen Anfälligkeit der Zellen 
einhergeht, was durch eine gezielte Zufuhr von Antioxidantien scheinbar kompensierbar ist 
(siehe Kapitel 5.9). 
Bei den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich bei einer Zufuhr von PUFA (siehe Kapitel 
5.8) ein Anstieg der FS-spezifischen ROS-Generation, der Bildung von Lipidperoxid-
abbauprodukten sowie der DNA-Schädigung sowohl bei den durch Mastoparan gestressten 
als auch bei den ungestressten C2-Zellen, und das, obwohl nach der 8-tägigen Kultivierung im 
Medium noch eine α-THO-Konzentration von ca. 1,53 ± 0,32 µg / ml nachweisbar war. Diese 
Feststellung ist ein Indiz dafür, dass neben α-TOH auch andere antioxidativ wirkende 
Komponenten der Zelle (SOD, Gluthation, Ascorbinsäure usw.) von Bedeutung sind, um die 
pro-oxidative Wirkung von PUFA effektiv zu kompensieren.  
5 Diskussion 89 
Dies zeigte sich auch bei einer in vivo Studie von ERIKSEN und KARE (2006). Bei einer 
kombinierten Therapie mit PUFA (n6:n3 = 1:1,5) sowie einer Kombination aus Vitamin C 
(375 mg), Vitamin E (450 mg) und Zink (23 mg) über 16 Wochen konnte eine deutliche 
Verbesserung klinischer Symptome bei an Atopie leidenden Menschen im Vergleich zu 
anderen Studien, welche nur PUFA verwendeten, erreicht werden. Die Autoren gehen davon 
aus, dass die Effizienz dieser Diät insbesondere auf dem hohen Gehalt an Antioxidantien 
beruht.  
Erstaunlicherweise fehlen in der Literatur belastbare Ergebnisse für eine kombinierte 
Therapie von PUFA und Antioxidantien (PEHR und FORSEY 1993). Und auch die 
Aussagekraft der offenen Studie von ERIKSEN und KARE (2006) ist leider begrenzt.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass PUFA eine pro-oxidative Wirkung auf 
C2-Zellen haben. Inwiefern antioxidative Substanzen wie α-TOH, Ascorbinsäure und 
Glutathion diesen pro-oxidativen Effekt beeinflussen, sollte in weiteren in vitro Studien 
abgeklärt werden. Ein nächster Schritt zur Extrapolation auf in vivo Modelle wären 
entsprechende Untersuchungen an einer Primärkultur von Mastzellen atopischer Hunde. Den 
Effekt einer kombinierten Therapie von Antioxidantien und PUFA auf die klinischen 
Parameter und das Erscheinungsbild der CAD könnten Fütterungsstudien untersuchen. Dabei 
können nur doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studien mit Versuchsgruppen, die FS als 
Monotherapie bzw. Antioxidantien als Monotherapie erhalten und weitere Gruppen mit 
kombinierter Verabreichung von FS und Antioxidantien aussagekräftige Ergebnisse liefern.  
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Seit Mitte der 1980er Jahre werden diätetische Ergänzungen von Futtermitteln mit mehrfach-
ungesättigten Fettsäuren (PUFA) als nebenwirkungsfreie Therapeutika zur Behandlung 
atopischer Erkrankungen eingesetzt. Verschiedene Studien konnten dabei insbesondere bei 
einem n6:n3-Fettsäurenverhältnis von 5 bis 10:1 eine Linderung klinischer Symptome bei an 
Caniner Atopischer Dermatitis (CAD) leidenden Hunden feststellen. Die zugesetzten 
Fettsäuren beeinflussen auf molekularer Ebene unter anderem die zelluläre 
Fettsäurenzusammensetzung, Membraneigenschaften, Lipidmediatoren, intrazelluläre 
Signaltransduktionswege, Enzymaktivitäten sowie die Genexpression. 
Den in der Literatur beschriebenen positiven Effekten von PUFA steht die Feststellung 
gegenüber, dass insbesondere diese Fettsäuren einem radikalischen Angriff unterliegen und 
begünstigend auf die Entstehung von Lipidperoxiden sowie deren Abbauprodukten wirken. In 
diesem Zusammenhang konnte in verschiedenen Untersuchungen festgestellt werden, dass 
eine hohe Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies und Lipidperoxide bzw. deren 
Abbauprodukte zu einer Schädigung der DNA führen. 
Eine zentrale Rolle in der Pathogenese der CAD nehmen die Mastzellen der Haut ein. Bei 
Einwirkung eines Allergens schütten sie einerseits präformierte Entzündungsmediatoren aus 
und produzieren auf der anderen Seite auch neue Mediatoren. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen einer Supplementierung des 
Zellkulturmediums einer caninen Mastozytomzelllinie (C2) mit unterschiedlichen n6- und n3-
FS, unter Berücksichtigung des Einflusses auf das Fettsäurenmuster und das Wachstum, auf 
oxidative Parameter der Zellen zu untersuchen. Die Kultivierung der C2 erfolgte zur 
Kontrolle im Grundmedium und daneben in Linol- (C18:2n6), Linolen- (C18:3n3), 
Arachidon- (C20:4n6) und in Eisosapentaen- (C20:5n3) säure-supplementiertem Medium (je 
20 µM). 
Das Wachstum der C2 wurde über die Dauer von 8 Tagen verfolgt. Am 8. Tag der 
Kultivierung wurden die Zellen für folgende Bestimmungen gewonnen 
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• Gehalt an α-Tocopherol in den Zellen und im Medium mit HPLC 
• Fettsäurenmusters mittels Gaschromatographie 
• intrazelluläre reaktive Sauerstoffspezies mittels Fluoreszenzfarbstoff  
• Lipidperoxidabbauprodukte mittels Thiobarbiturat-Reaktive Substanzen-Test 
• oxidative DNA-Schäden mittels Comet-Assay 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum der C2 durch die Supplementierung des Mediums 
mit n3- und n6-FS nicht beeinflusst wird. Die supplementierten FS sowie ihre Desaturierungs- 
und Elongationsprodukte reichern sich in den zellulären Membranen an. Die Produkte der     
∆5-Desaturase sind jedoch nicht oder nur geringfügig erhöht, was für das Vorliegen eines 
Desaturasedefektes spricht. Die mit PUFA kultivierten C2 weisen eine erhöhte intrazelluläre 
ROS-Konzentration, sowohl mit als auch ohne Zufuhr eines Stressors auf. Dabei zeigt sich 
eine Abhängigkeit von der Anzahl der Doppelbindungen der zellulären FS. Auch eine erhöhte 
Menge an Lipidperoxidabbauprodukten ist mit steigender Anzahl von Doppelbindungen der 
FS festzustellen. Diese Ergebnisse spiegeln sich in einem erhöhten Kernschädigungs-Score 
bei den mit PUFA supplementierten C2 wieder. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass PUFA eine pro-oxidative Wirkung auf 
C2-Zellen haben. Frühere Studien konnten zeigen, dass eine Zunahme der oxidativen 
Anfälligkeit von Zellen durch eine gezielte Zufuhr von Antioxidantien teilweise 
kompensierbar ist. Diese Feststellungen legen die Schlussfolgerung nahe, eine kombinierte 
Verabreichung von PUFA und Antioxidantien vorzunehmen, um die negativen Effekte 
diätetisch verabreichter FS zu kompensieren. Inwiefern eine solche Kombination mit 
antioxidativen Substanzen diese pro-oxidativen Effekte beeinflussen kann, sollte in weiteren 
in vitro Studien und schließlich Fütterungsstudien (in vivo) untersucht werden. 
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Since the middle of the 1980ies dietetic supplements of polyunsaturated fatty acids (PUFA) 
are used as therapeutic agents with no side effects for the treatment of atopic diseases. Studies 
with deseased dogs show a marked improvement of clinical symptoms in canine atopic 
dermatitis (CAD) in particular with a n6:n3 fatty acid ratio of 5 to 10:1. The fatty acids added 
affect the patterns of cellular fatty acids, membrane characteristics, lipid mediators, 
intracellular signal transductions pathways, enzyme activities and gene expression. 
Apart from the positive effects, it is known that mainly PUFA are attacked by radicals and 
cause lipid peroxidation and hence increase their break-down products. Different studies 
discovered that high quantities of oxygen radicals and lipid peroxides lead to a marked 
increase in DNA damage.  
Mast cells play a major role in the pathogenesis of CAD. Immediately after allergen contact 
they liberate preformed mediators on the one hand and produce new ones on the other hand.  
The purpose of this study was to examine the effects of n3 and n6 fatty acids on the redox 
status of a canine mastocytoma cell line (C2) with simultaneous consideration of the fatty acid 
pattern and cell growth. C2 were cultured in a basic medium and with 20 µM of linoleic 
(C18:2n6), linolenic (C18:3n3), arachidonic (C20:4n6) or eicosapentaenoic (C20:5n3) acid. 
The growth of C2 was monitored over 8 days. Cells were harvested on day 8 for the 
determination of 
• α-tocophero-contnet in cells and in medium by HPLC 
• fatty acid pattern by gas chromatography 
• reactive oxygen species with a fluorochrome 
• lipidperoxidation with the thiobarbituric acid reactive substances test 
• DNA damage with the Comet-Assay 
The results show no influence on growth, when C2 are supplemented with n3 and n6 fatty 
acids. The fatty acids supplied as well as their desaturation and elongation products are 
enriched in the cellular membranes. ∆5-desaturase products are not or only slightly increased. 
C2 grown in PUFA-supplemented medium show enhanced levels of reactive oxygen species 
dependent on the number of cellular fatty acid double bounds. Futhermore higher amounts of 
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lipidperoxidation products are detected when the number of double bounds rises. These 
results are also reflected in an increased DNA damage score. 
The observations clearly demonstrate a pro-oxidative effect of PUFA supplementation. 
Diverse studies have shown that an increase in oxidative susceptibility can be compensated by 
a specific supplementation with antioxidants. The findings reported here lead to the 
conclusion that a combined treatment with PUFA and antioxidative substances should be 
carried out to compensate for the negative effects of PUFA. Further in vitro and finally 
feeding studies (in vivo) should be carried out to examine if combinations of PUFA and 
antioxidants can compensate the pro-oxidative effects. 
 
8 Literaturverzeichnis 94 
8 Literaturverzeichnis 
Akahoshi F, Ashimori A, Sakashita H, Yoshimura T, Eda M, Imada T et al. Synthesis, 
structure-activity relationships, and pharmacokinetic profiles of nonpeptidic 
difluoromethylene ketones as novel inhibitors of human chymase. J Med Chem. 
2001;44(8):1297-304. 
Allen RC, Stjernholm RL, Steele RH. Evidence for the generation of an electronic excitation 
state(s) in human polymorphonuclear leukocytes and its participation in bactericidal activity. 
Biochem Biophys Res Commun. 1972;47(4):679-84. 
Allen RG, Tresini M. Oxidative stress and gene regulation. Free Radic Biol Med. 
2000;28(3):463-99. 
Ames BN, Shigenaga MK, Hagen TM. Oxidants, antioxidants, and the degenerative diseases 
of aging. Proc Natl Acad Sci U S A. 1993;90(17):7915-22. 
Antoniades C, Tousoulis D, Tentolouris C, Toutouzas P, Stefanadis C. Oxidative stress, 
antioxidant vitamins, and atherosclerosis - From basic research to clinical practice. Herz. 
2003;28(7):628-38. 
Argiolas A, Pisano JJ. Facilitation of phospholipase A2 activity by mastoparans, a new class 
of mast cell degranulating peptides from wasp venom. J Biol Chem. 1983;258(22):13697-702. 
Arslan P, Corps AN, Hesketh TR, Metcalfe JC, Pozzan T. cis-Unsaturated fatty acids 
uncouple mitochondria and stimulate glycolysis in intact lymphocytes. Biochem J. 
1984;217(2):419-25. 
Azzi A Bifmrrsazs. Nonantioxidant functions of alpha-tocopherol in smooth muscle cells. J 
Nutr. 2001;131(2):378-81. 
Baehner RL, Boxer LA, Davis J. The biochemical basis of nitroblue tetrazolium reduction in 
normal human and chronic granulomatous disease polymorphonuclear leukocytes. Blood. 
1976;48(2):309-13. 
Bandyopadhyay GK, Imagawa W, Wallace D, Nandi S. Linoleate metabolites enhance the in 
vitro proliferative response of mouse mammary epithelial cells to epidermal growth factor. J 
Biol Chem. 1987;262(6):2750-6. 
Barnes PJ. Anti-inflammatory actions of glucocorticoids: molecular mechanisms. Clin Sci 
(Lond). 1998;94(6):557-72. 
Bazan HE, Careaga MM, Sprecher H, Bazan NG. Chain elongation and desaturation of 
eicosapentaenoate to docosahexaenoate and phospholipid labeling in the rat retina in vivo. 
Biochim Biophys Acta. 1982;712(1):123-8. 
bdi-Dezfuli F, Froyland L, Thorsen T, Aakvaag A, Berge RK. Eicosapentaenoic acid and 
sulphur substituted fatty acid analogues inhibit the proliferation of human breast cancer cells 
in culture. Breast Cancer Res Treat. 1997;45(3):229-39. 
8 Literaturverzeichnis 95 
Behrend EN, Kemppainen RJ. Glucocorticoid therapy. Pharmacology, indications, and 
complications. Vet Clin North Am Small Anim Pract. 1997;27(2):187-213. 
Berger A, Gershwin ME, German JB. Effects of various dietary fats on cardiolipin acyl 
composition during ontogeny of mice. Lipids. 1992;27(8):605-12. 
Bird RP, Draper HH. Comparative studies on different methods of malonaldehyde 
determination. Met Enzymol. 1984;105:299-305. 
Boehm J. Das Apoptose-Markerenzym Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) beim 
systemischen Lupus erythematodes. Z Rheumatol. 2008;65:541-4. 
Bond R, Lloyd DH. Combined treatment with concentrated essential fatty acids and 
prednisolone in the management of canine atopy. Vet Rec. 1994;134(2):30-2. 
Bonizzi G, Dejardin E, Piret B, Piette J, Merville MP, Bours V. Interleukin-1 beta induces 
nuclear factor kappa B in epithelial cells independently of the production of reactive oxygen 
intermediates. Eur J Biochem. 1996;242(3):544-9. 
Bordoni A, Lopez-Jimenez JA, Spano C, Biagi P, Horrobin DF, Hrelia S. Metabolism of 
linoleic and alpha-linolenic acids in cultured cardiomyocytes: effect of different N-6 and N-3 
fatty acid supplementation. Mol Cell Biochem. 1996;157(1-2):217-22. 
Botsoglou NA, Fletouris DJ, Papageorgiou GE, Vassilopoulos VN, Mantis AJ, Trakatellis 
AG. Rapid, Sensitive, and Specific Thiobarbituric Acid Method for Measuring Lipid-
Peroxidation in Animal Tissue, Food, and Feedstuff Samples. J Agric Food Chem. 
1994;42(9):1931-7. 
Bousquet J, Lockey R, Malling HJ, varez-Cuesta E, Canonica GW, Chapman MD et al. 
Allergen immunotherapy: therapeutic vaccines for allergic diseases. World Health 
Organization. Ann Allergy Asthma Immunol. 1998;81(5 Pt 1):401-5. 
Brooks AC, Whelan CJ. Reactive oxygen species generation by mast cells in response to 
substance P: a NK1-receptor-mediated event. Inflamm Res. 1999;48 Suppl 2:S121. 
Brooks AC, Whelan CJ, Purcell WM. Reactive oxygen species generation and histamine 
release by activated mast cells: modulation by nitric oxide synthase inhibition. Br J 
Pharmacol. 1999;128(3):585-90. 
Burr GO, Burr MM. On the nature of the fatty acids essential in nutrition. J Biol Chem. 
1930;86:587-621. 
Calder PC, Yaqoob P, Harvey DJ, Watts A, Newsholme EA. Incorporation of fatty acids by 
concanavalin A-stimulated lymphocytes and the effect on fatty acid composition and 
membrane fluidity. Biochem J. 1994;300 ( Pt 2):509-18. 
Calder PC, Yaqoob P, Thies F, Wallace FA, Miles EA. Fatty acids and lymphocyte functions. 
Br J Nutr. 2002;87 Suppl 1:S31-S48. 
8 Literaturverzeichnis 96 
Calonico LD, Phillips MJ, Mcdonald DM, Gold WM. An Ultrastructural Analysis of Dog 
Mastocytoma-Cells and Normal Mast-Cells. Anat Rec. 1985;212(4):399-&. 
Carlsson C, Borg LA, Welsh N. Sodium palmitate induces partial mitochondrial uncoupling 
and reactive oxygen species in rat pancreatic islets in vitro. Endocrinol. 1999;140(8):3422-8. 
Chandna S. Single-cell gel electrophoresis assay monitors precise kinetics of DNA 
fragmentation induced during programmed cell death. Cyto A. 2004;61(2):127-33. 
Chang WC, Parekh AB. Close functional coupling between Ca2+ release-activated Ca2+ 
channels, arachidonic acid release, and leukotriene C4 secretion. J Biol Chem. 
2004;279(29):29994-9. 
Channon JY, Leslie CC. A calcium-dependent mechanism for associating a soluble 
arachidonoyl-hydrolyzing phospholipase A2 with membrane in the macrophage cell line 
RAW 264.7. J Biol Chem. 1990b;265(10):5409-13. 
Channon JY, Leslie CC. A calcium-dependent mechanism for associating a soluble 
arachidonoyl-hydrolyzing phospholipase A2 with membrane in the macrophage cell line 
RAW 264.7. J Biol Chem. 1990a;265(10):5409-13. 
Chapkin RS, Jiang YH, Davidson LA, Lupton JR. Modulation of intracellular second 
messengers by dietary fat during colonic tumor development. Adv Exp Med Biol. 
1997;422:85-96. 
Chen Q, Galleano M, Cederbaum AI. Cytotoxicity and apoptosis produced by arachidonic 
acid in Hep G2 cells overexpressing human cytochrome P4502E1. J Biol Chem. 
1997;272(23):14532-41. 
Cocco T, Di PM, Papa S, Lorusso M. Arachidonic acid interaction with the mitochondrial 
electron transport chain promotes reactive oxygen species generation. Free Radic Biol Med. 
1999;27(1-2):51-9. 
Colquhoun A. Induction of apoptosis by polyunsaturated fatty acids and its relationship to 
fatty acid inhibition of carnitine palmitoyltransferase I activity in Hep2 cells. Biochem Mol 
Biol Int. 1998;45(2):331-6. 
Cosgrove JP, Church DF, Pryor WA. The Kinetics of the Autoxidation of Polyunsaturated 
Fatty-Acids. Lipids. 1987;22(5):299-304. 
Crompton M. The mitochondrial permeability transition pore and its role in cell death. 
Biochem J. 1999;341 ( Pt 2):233-49. 
Czeczot H, Scibior D, Skrzycki M, Podsiad M. Glutathione and GSH-dependent enzymes in 
patients with liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Acta Biochim Pol. 2006;53(1):237-
41. 
Das UN. Essential fatty acids: biochemistry, physiology and pathology. Biotechnol J. 
2006c;1(4):420-39. 
8 Literaturverzeichnis 97 
Das UN. Essential Fatty acids - a review. Curr Pharm Biotechnol. 2006b;7(6):467-82. 
Das UN. Essential fatty acids, lipid peroxidation and apoptosis. Prostaglandins Leukot Essent 
Fatty Acids. 1999;61(3):157-63. 
Das UN. Biological significance of essential fatty acids. J Assoc Physicians India. 
2006a;54:309-19. 
DeBoer DJ, Griffin CE. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (XXI): 
antihistamine pharmacotherapy. Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):323-9. 
DeBoer DJ, Hillier A. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (XV): fundamental 
concepts in clinical diagnosis. Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):271-6. 
DeMora F, Garcia G, Puigdemont A, Arboix M, Ferrer L. Skin mast cell releasability in dogs 
with atopic dermatitis. Inflamm Res. 1996a;45(8):424-7. 
DeMora F, Garcia G, Puigdemont A, Arboix M, Ferrer L. Skin mast cell releasability in dogs 
with atopic dermatitis. Inflamm Res. 1996b;45(8):424-7. 
DeVinney R, Gold WM. Establishment of two dog mastocytoma cell lines in continuous 
culture. Am J Respir Cell Mol Biol. 1990a;3(5):413-20. 
DeVinney R, Gold WM. Establishment of two dog mastocytoma cell lines in continuous 
culture. Am J Respir Cell Mol Biol. 1990b;3(5):413-20. 
Devinney R, Gold WM. Establishment of 2 Dog Mastocytoma Cell-Lines in Continuous 
Culture. Am J Respir Cell Mol Biol. 1990c;3(5):413-20. 
Dikalov S, Jiang J, Mason RP. Characterization of the high-resolution ESR spectra of 
superoxide radical adducts of 5-(diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline N-oxide 
(DEPMPO) and 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide (DMPO). Analysis of conformational 
exchange. Free Radic Res. 2005;39(8):825-36. 
Dimitrov NV, Meyer C, Gilliland D, Ruppenthal M, Chenoweth W, Malone W. Plasma 
tocopherol concentrations in response to supplemental vitamin E. Am J Clin Nutr. 
1991;53(3):723-9. 
Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Phys Reviews. 
2002;82(1):47-95. 
Dunbar BL, Bauer JE. Conversion of essential fatty acids by delta 6-desaturase in dog liver 
microsomes. J Nutr. 2002;132(6):1701S-3S. 
Erickson MC. Lipid and tocopherol composition of farm-raised striped and hybrid striped 
bass. Comp Biochem Physiol A. 1992;101(1):171-6. 
Esterbauer H, Cheeseman KH. Determination of aldehydic lipid peroxidation products: 
malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. Methods Enzymol. 1990;186:407-21. 
8 Literaturverzeichnis 98 
Esterbauer H, Eckl P, Ortner A. Possible Mutagens Derived from Lipids and Lipid 
Precursors. Mutation Research. 1990;238(3):223-33. 
Esterbauer H, Wag G, Puhl H. Lipid-Peroxidation and Its Role in Atherosclerosis. British 
Medical Bulletin. 1993;49(3):566-76. 
Fattman CL, Schaefer LM, Oury TD. Extracellular superoxide dismutase in biology and 
medicine. Free Radic Biol Med. 2003;35(3):236-56. 
Ferbeyre G, Lowe SW. The price of tumour suppression? Nature. 2002;415(6867):26-7. 
Ferry X, Eichwald V, Daeffler L, Landry Y. Activation of betagamma subunits of G(i2) and 
G(i3) proteins by basic secretagogues induces exocytosis through phospholipase Cbeta and 
arachidonate release through phospholipase Cgamma in mast cells. J Immunol. 
2001;167(9):4805-13. 
Finstad HS, Drevon CA, Kulseth MA, Synstad AV, Knudsen E, Kolset SO. Cell proliferation, 
apoptosis and accumulation of lipid droplets in U937-1 cells incubated with eicosapentaenoic 
acid. Biochem J. 1998a;336 ( Pt 2):451-9. 
Finstad HS, Myhrstad MCW, Heimli H, Lomo J, Blomhoff HK, Kolset SO et al. 
Multiplication and death-type of leukemia cell lines exposed to very long-chain 
polyunsaturated fatty acids. Leukemia. 1998b;12(6):921-9. 
Fisher M, Levine PH, Weiner BH, Johnson MH, Doyle EM, Ellis PA et al. Dietary N-3 Fatty-
Acid Supplementation Reduces Superoxide Production and Chemiluminescence in A 
Monocyte-Enriched Preparation of Leukocytes. Am J Clin Nutr. 1990;51(5):804-8. 
Fontaine J, Olivry T. Treatment of canine atopic dermatitis with cyclosporine: a pilot clinical 
study. Vet Record. 2001;148(21):662-3. 
Frejaville C, Karoui H, Tuccio B, Le MF, Culcasi M, Pietri S et al. 5-(Diethoxyphosphoryl)-
5-methyl-1-pyrroline N-oxide: a new efficient phosphorylated nitrone for the in vitro and in 
vivo spin trapping of oxygen-centered radicals. J Med Chem. 1995;38(2):258-65. 
Fuhrmann H, Zimmermann A, Guck T, Oechtering G. Erythrocyte and plasma fatty acid 
patterns in dogs with atopic dermatitis and healthy dogs in the same household. Can J Vet 
Res. 2006;70(3):191-6. 
Fukuishi N, Sakaguchi M, Matsuura S, Nakagawa C, Akagi R, Akagi M. The mechanisms of 
compound 48/80-induced superoxide generation mediated by A-kinase in rat peritoneal mast 
cells. Biochem Mol Med. 1997;61(1):107-13. 
Furitsu T, Saito H, Dvorak AM, Schwartz LB, Irani AM, Burdick JF et al. Development of 
human mast cells in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989;86(24):10039-43. 
Garcia G, Brazis P, Majo N, Ferrer L, de MF, Puigdemont A. Comparative morphofunctional 
study of dispersed mature canine cutaneous mast cells and BR cells, a poorly differentiated 
8 Literaturverzeichnis 99 
mast cell line from a dog subcutaneous mastocytoma. Vet Immunol Immunopathol. 
1998;62(4):323-37. 
Gardner HW. Oxygen Radical Chemistry of Poly-Unsaturated Fatty-Acids. Free Radic Biol 
Med. 1989;7(1):65-86. 
Grammatikos SI, Subbaiah PV, Victor TA, Miller WM. Diverse effects of essential (n-6 and 
n-3) fatty acids on cultured cells. Cytotechnology. 1994a;15(1-3):31-50. 
Grammatikos SI, Subbaiah PV, Victor TA, Miller WM. Diverse effects of essential (n-6 and 
n-3) fatty acids on cultured cells. Cytotechnology. 1994b;15(1-3):31-50. 
Grammatikos SI, Subbaiah PV, Victor TA, Miller WM. Diversity in the ability of cultured 
cells to elongate and desaturate essential (n-6 and n-3) fatty acids. Ann N Y Acad Sci. 
1994c;745:92-105. 
Grammatikos SI, Subbaiah PV, Victor TA, Miller WM. n-3 and n-6 fatty acid processing and 
growth effects in neoplastic and non-cancerous human mammary epithelial cell lines. Br J 
Cancer. 1994d;70(2):219-27. 
Green DR, Reed JC. Mitochondria and apoptosis. Science. 1998;281(5381):1309-12. 
Griffin CE, Hillier A. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (XXIV): allergen-
specific immunotherapy. Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):363-83. 
Griot-Wenk ME, Marti E, Racine B, Crameri R, Zurbriggen A, de Weck AL et al. 
Characterization of two dog IgE-specific antibodies elicited by different recombinant 
fragments of the epsilon chain in hens. Vet Immunol Immunopathol. 1998;64(1):15-32. 
Gueck T, Aschenbach JR, Fuhrmann H. Influence of vitamin E on mast cell mediator release. 
Vet Dermatol. 2002;13(6):301-5. 
Gueck T, Seidel A, Baumann D, Meister A, Fuhrmann H. Alterations of mast cell mediator 
production and release by gamma-linolenic and docosahexaenoic acid. Vet Dermatol. 
2004a;15(5):309-14. 
Gueck T, Seidel A, Baumann D, Meister A, Fuhrmann H. Alterations of mast cell mediator 
production and release by gamma-linolenic and docosahexaenoic acid. Vet Dermatol. 
2004b;15(5):309-14. 
Gueck T, Seidel A, Fuhrmann H. Effects of essential fatty acids on mediators of mast cells in 
culture. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2003b;68(5):317-22. 
Gueck T, Seidel A, Fuhrmann H. Effects of essential fatty acids on mediators of mast cells in 
culture. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2003a;68(5):317-22. 
Gutteridge JM, Halliwell B. Iron toxicity and oxygen radicals. Baillieres Clin Haematol. 
1989;2(2):195-256. 
8 Literaturverzeichnis 100 
Gutteridge JM, Quinlan GJ. Malondialdehyde formation from lipid peroxides in the 
thiobarbituric acid test: the role of lipid radicals, iron salts, and metal chelators. J Appl 
Biochem. 1983;5(4-5):293-9. 
Halder S. JNCCM. Inactivation of BCL-2 by phosphorylation. Proc Natl Acad Sci USA. 
1995;92:4507-11. 
Halestrap AP, Brennerb C. The adenine nucleotide translocase: a central component of the 
mitochondrial permeability transition pore and key player in cell death. Curr Med Chem. 
2003;10(16):1507-25. 
Halestrap AP, Doran E, Gillespie JP, O'Toole A. Mitochondria and cell death. Biochem Soc 
Trans. 2000;28(2):170-7. 
Halliwell B, Chirico S. Lipid peroxidation: its mechanism, measurement, and significance. 
Am J Clin Nutr. 1993a;57(5 Suppl):715S-24S. 
Halliwell B, Chirico S. Lipid-Peroxidation - Its Mechanism, Measurement, and Significance. 
Am J Clin Nutr. 1993b;57(5):S715-S725. 
Halliwell RE, Schwartzman RM, Hopkins L, McEvoy D. The value of plasma corticosteroid 
assays in the diagnosis of Cushing's disease in the dog. J Small Anim Pract. 1971;12(8):453-
62. 
Hampton MB, Orrenius S. Redox regulation of apoptotic cell death. Biofactors. 1998;8(1-
2):1-5. 
Hampton MB, Winterbourn CC, Stamenkovic I. Mechanisms of caspase inactivation by 
hydrogen peroxide. Free Radic Biol Med. 1998;25:S89. 
Harvey RG. A blinded, placebo-controlled study of the efficacy of borage seed oil and fish oil 
in the management of canine atopy. Vet Rec. 1999;(144):405-7. 
Healy DA, Watson RWG, Newsholme P. Polyunsaturated and monounsaturated fatty acids 
increase neutral lipid accumulation, caspase activation and apoptosis in a neutrophil-like, 
differentiated HL-60 cell line. Clin Science. 2003;104(2):171-9. 
Hempel SL, Buettner GR, O'Malley YQ, Wessels DA, Flaherty DM. Dihydrofluorescein 
diacetate is superior for detecting intracellular oxidants: comparison with 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, 5(and 6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate, and dihydrorhodamine 123. Free Radic Biol Med. 1999;27(1-2):146-59. 
Heyder P, Gaipl US, Beyer TD, Voll RE, Kern PM, Stach C et al. Early detection of apoptosis 
by staining of acid-treated apoptotic cells with FITC-labeled lectin from Narcissus 
pseudonarcissus. Cytometry A. 2003;55(2):86-93. 
Higashijima T, Uzu S, Nakajima T, Ross EM. Mastoparan, a peptide toxin from wasp venom, 
mimics receptors by activating GTP-binding regulatory proteins (G proteins). J Biol Chem. 
1988;263(14):6491-4. 
8 Literaturverzeichnis 101 
Hill PB, DeBoer DJ. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (IV): environmental 
allergens. Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):169-86. 
Hill PB, Martin RJ. A review of mast cell biology. Vet Dermatol. 1998;9(3):145-66. 
Hillier A, DeBoer DJ. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (XVII): intradermal 
testing. Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):289-304. 
Hites MJ, Kleinbeck ML, Loker JL, Lee KW. Effect of immunotherapy on the serum 
concentrations of allergen-specific IgG antibodies in dog sera. Vet Immunol Immunopathol. 
1989;22(1):39-51. 
Hoffman DR, Birch EE, Birch DG, Uauy R, Castaneda YC, Wheaton D. Red blood cell 
(RBC) fatty acid profiles in term infants fed formulas enriched with long-chain 
polyunsaturates. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 1996;37(3):3693. 
Hollmann MW, Gross A, Jelacin N, Durieux ME. Local anesthetic effects on priming and 
activation of human neutrophils. Anesthesiology. 2001;95(1):113-22. 
Horia E, Watkins BA. Complementary actions of docosahexaenoic acid and genistein on 
COX-2, PGE(2) and invasiveness in MDA-MB-231 breast cancer cells. Carcinogenesis. 
2007;28(4):809-15. 
Hrelia S, Lopez Jimenez JA, Bordoni A, Nvarro SZ, Horrobin DF, Rossi CA et al. Essential 
fatty acid metabolism in cultured rat cardiomyocytes in response to either N-6 or N-3 fatty 
acid supplementation. Biochem Biophys Res Commun. 1995;216(1):11-9. 
Hrelia S, Pession A, Buda R, Lorenzini A, Horrobin DF, Biagi PL et al. Concentration- and 
time-dependent effects of gamma-linolenic acid supplementation to tumor cells in culture. 
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 1999;60(4):235-41. 
Hui TY, Bernlohr DA. Fatty acid transporters in animal cells. Front Biosci. 1997;2:d222-
d231. 
Inagaki K, Aki T, Fukuda Y, Kawamoto S, Shigeta S, Ono K et al. Identification and 
expression of a rat fatty acid elongase involved in the biosynthesis of C18 fatty acids. Biosci 
Biotechnol Biochem. 2002;66(3):613-21. 
Innis SM, Dyer RA. Brain astrocyte synthesis of docosahexaenoic acid from n-3 fatty acids is 
limited at the elongation of docosapentaenoic acid. J Lipid Res. 2002;43(9):1529-36. 
Irvine RF. How is the level of free arachidonic acid controlled in mammalian cells? Biochem 
J. 1982;204(1):3-16. 
Ishihara K, Murata M, Kaneniwa M, Saito H, Shinohara K, Maeda-Yamamoto M et al. Effect 
of tetracosahexaenoic acid on the content and release of histamine, and eicosanoid production 
in MC/9 mouse mast cell. Lipids. 1998;33(11):1107-14. 
8 Literaturverzeichnis 102 
Ishizaka T, Adachi T, Chang T-H, Ishizaka K. Development of mast cells in vitro. II. Biologic 
function of cultured mast cells. J Immunol. 1977;118(1):211-7. 
Iturralde M, Gonzalez B, Pineiro A. Linoleate and linolenate desaturation by rat hepatoma 
cells. Biochem Int. 1990;20(1):37-43. 
Jakobsson A, Westerberg R, Jacobsson A. Fatty acid elongases in mammals: their regulation 
and roles in metabolism. Prog Lipid Res. 2006;45(3):237-49. 
Jakubowski W, Bilinski T, Bartosz G. Sensitivity of antioxidant-deficient yeast 
Saccharomyces cerevisiae to peroxynitrite and nitric oxide. Biochim Biophys Acta. 
1999;1472(1-2):395-8. 
Johnson LV, Walsh ML, Chen LB. Localization of mitochondria in living cells with 
rhodamine 123. Proc Natl Acad Sci U S A. 1980;77(2):990-4. 
Kawasaki M, Toyoda M, Teshima R, Sawada J, Saito Y. Effect of alpha-linolenic acid on the 
metabolism of omega-3 and omega-6 polyunsaturated fatty acids and histamine release in 
RBL-2H3 cells. Biol Pharm Bull. 1994;17(10):1321-5. 
Kelley EE, Buettner GR, Burns CP. Relative Alpha-Tocopherol Deficiency in Cultured-Cells 
- Free Radical-Mediated Lipid-Peroxidation, Lipid Oxidizability, and Cellular 
Polyunsaturated Fatty-Acid Content. Arch Biochem Biophys. 1995;319(1):102-9. 
Kim AL, Labasi JM, Zhu Y, Tang X, McClure K, Gabel CA et al. Role of p38 MAPK in 
UVB-induced inflammatory responses in the skin of SKH-1 hairless mice. J Invest Dermatol. 
2005;124(6):1318-25. 
Kishida E, Tajiri M, Masuzawa Y. Docosahexaenoic acid enrichment can reduce L929 cell 
necrosis induced by tumor necrosis factor. Biochim Biophys Acta. 2006;1761(4):454-62. 
Kitamura Y, Go S, Hatanaka K. Decrease of mast cells in W/Wv mice and their increase by 
bone marrow transplantation. Blood. 1978;52(2):447-52. 
Klinker JF, Hageluken A, Grunbaum L, Heilmann I, Nurnberg B, Harhammer R et al. 
Mastoparan may activate GTP hydrolysis by Gi-proteins in HL-60 membranes indirectly 
through interaction with nucleoside diphosphate kinase. Biochem J. 1994;304 ( Pt 2):377-83. 
Koonen DP, Glatz JF, Bonen A, Luiken JJ. Long-chain fatty acid uptake and FAT/CD36 
translocation in heart and skeletal muscle. Biochim Biophys Acta. 2005;1736(3):163-80. 
Koppenol WH. Oxyradical Reactions - from Bond-Dissociation Energies to Reduction 
Potentials. FEBS Lett. 1990;264(2):165-7. 
Korshunov SS, Korkina OV, Ruuge EK, Skulachev VP, Starkov AA. Fatty acids as natural 
uncouplers preventing generation of O2.- and H2O2 by mitochondria in the resting state. 
FEBS Lett. 1998;435(2-3):215-8. 
8 Literaturverzeichnis 103 
Kube P, Audige L, Kuther K, Welle M. Distribution, density and heterogeneity of canine mast 
cells and influence of fixation techniques. Histochem Cell Biol. 1998;110(2):129-35. 
Kulmacz RJ, Wang LH. Comparison of Hydroperoxide Initiator Requirements for the 
Cyclooxygenase Activities of Prostaglandin-H Synthase-1 and Synthase-2. J Biol Chem. 
1995;270(41):24019-23. 
Laganiere S, Yu BP, Fernandes G. Studies on membrane lipid peroxidation in omega-3 fatty 
acid-fed autoimmune mice: effect of vitamin E supplementation. Adv Exp Med Biol. 
1990;262:95-102. 
Lander HM. An essential role for free radicals and derived species in signal transduction. 
Faseb J. 1997;11(2):118-24. 
Lane DP. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature. 1992;358(6381):15-6. 
Lane DP, Crawford LV. T-Antigen Is Bound to A Host Protein in Sv40-Transformed Cells. 
Nature. 1979;278(5701):261-3. 
Lazarus SC, Mccabe LJ, Nadel JA, Gold WM, Leikauf GD. Effects of Mast Cell-Derived 
Mediators on Epithelial-Cells in Canine Trachea. Am J Phys. 1986;251(3):C387-C394. 
Leaf A, Weber PC. Cardiovascular Effects of N-3 Fatty-Acids. N Engl J Med. 
1988;318(9):549-57. 
LeBel CP, Ischiropoulos H, Bondy SC. Evaluation of the probe 2',7'-dichlorofluorescin as an 
indicator of reactive oxygen species formation and oxidative stress. Chem Res Toxicol. 
1992;5(2):227-31. 
Lee JY, Plakidas A, Lee WH, Heikkinen A, Chanmugam P, Bray G et al. Differential 
modulation of Toll-like receptors by fatty acids: preferential inhibition by n-3 polyunsaturated 
fatty acids. J Lipid Res. 2003;44(3):479-86. 
Lester DS, Collin C, Etcheberrigaray R, Alkon DL. Arachidonic acid and diacylglycerol act 
synergistically to activate protein kinase C in vitro and in vivo. Biochem Biophys Res 
Commun. 1991;179(3):1522-8. 
Lian TM, Halliwell RE. Allergen-specific IgE and IgGd antibodies in atopic and normal dogs. 
Vet Immunol Immunopathol. 1998;66(3-4):203-23. 
Lin YH, Salem N, Jr. In vivo conversion of 18- and 20-C essential fatty acids in rats using the 
multiple simultaneous stable isotope method. J Lipid Res. 2005;46(9):1962-73. 
Linzer DIH, Levine AJ. Characterization of A 54K Dalton Cellular Sv40 Tumor-Antigen 
Present in Sv40-Transformed Cells and Uninfected Embryonal Carcinoma-Cells. Cell. 
1979;17(1):43-52. 
Liu KJ, Miyake M, Panz T, Swartz H. Evaluation of DEPMPO as a spin trapping agent in 
biological systems. Free Radic Biol Med. 1999;26(5-6):714-21. 
8 Literaturverzeichnis 104 
Lopes LR, Laurindo FR, Mancini-Filho J, Curi R, Sannomiya P. NADPH-oxidase activity 
and lipid peroxidation in neutrophils from rats fed fat-rich diets. Cell Biochem Funct. 
1999;17(1):57-64. 
Madesh M, Hajnoczky G. VDAC-dependent permeabilization of the outer mitochondrial 
membrane by superoxide induces rapid and massive cytochrome c release. J Cell Biol. 
2001;155(6):1003-15. 
Manku MS, Horrobin DF, Morse N, Kyte V, Jenkins K, Wright S et al. Reduced levels of 
prostaglandin precursors in the blood of atopic patients: defective delta-6-desaturase function 
as a biochemical basis for atopy. Prostaglandins Leukot Med. 1982;9(6):615-28. 
Manku MS, Horrobin DF, Morse NL, Wright S, Burton JL. Essential fatty acids in the plasma 
phospholipids of patients with atopic eczema. Br J Dermatol. 1984;110(6):643-8. 
Marklund SL, Holme E, Hellner L. Superoxide-Dismutase in Extracellular Fluids. Clinica 
Chimica Acta. 1982;126(1):41-51. 
Marsella R, Nicklin CF. Investigation on the use of 0.3% tacrolimus lotion for canine atopic 
dermatitis: a pilot study. Vet Dermatol. 2002;13(4):203-10. 
Marsella R, Nicklin CF, Munson JW, Roberts SM. Pharmacokinetics of pentoxifylline in dogs 
after oral and intravenous administration. Am J Vet Res. 2000;61(6):631-7. 
Martinez J, Moreno JJ. Role of Ca2+-independent phospholipase A2 on arachidonic acid 
release induced by reactive oxygen species. Arch Biochem Biophys. 2001;392(2):257-62. 
Masuda K, Sakaguchi M, Fujiwara S, Kurata K, Yamashita K, Odagiri T et al. Positive 
reactions to common allergens in 42 atopic dogs in Japan. Vet Immunol Immunopathol. 
2000;73(2):193-204. 
Matsui T, Suzuki Y, Yamashita K, Yoshimaru T, Suzuki-Karasaki M, Hayakawa S et al. 
Diphenyleneiodonium prevents reactive oxygen species generation, tyrosine phosphorylation, 
and histamine release in RBL-2H3 mast cells. Biochem Biophys Res Commun. 
2000;276(2):742-8. 
Meagher EA, FitzGerald GA. Indices of lipid peroxidation in vivo: strengths and limitations. 
Free Radic Biol Med. 2000;28(12):1745-50. 
Meister A, Tate SS. Glutathione and Related Gamma-Glutamyl Compounds - Biosynthesis 
and Utilization. Annu Rev Biochem. 1976;45:559-604. 
Meyrick B, Magnuson MA. Identification and functional characterization of the bovine 
manganous superoxide dismutase promoter. Am J Respir Cell Mol Biol. 1994;10(1):113-21. 
Mikkelsen L, Hansen HS, Grunnet N, Dich J. Inhibition of Fatty-Acid Synthesis in Rat 
Hepatocytes by Exogenous Polyunsaturated Fatty-Acids Is Caused by Lipid-Peroxidation. 
Biochim Biophys Acta. 1993;1166(1):99-104. 
8 Literaturverzeichnis 105 
Miller RA, Britigan BE. Role of oxidants in microbial pathophysiology. Clinical Microbiol 
Rev. 1997;10(1):1-&. 
Mueller RS, Bettenay SV. Long-term immunotherapy of 146 dogs with atopic dermatitis - A 
retrospective study. Aust Vet Practitioner. 1996;26(3):128-32. 
Mueller RS, Bettenay SV, Tideman L. Aero-allergens in canine atopic dermatitis in 
southeastern Australia based on 1000 intradermal skin tests. Aust Vet J. 2000;78(6):392-9. 
Muller JM, Rupec RA, Baeuerle PA. Study of gene regulation by NF-kappa B and AP-1 in 
response to reactive oxygen intermediates. Methods-A Companion to Methods in 
Enzymology. 1997;11(3):301-12. 
Munzel T, Afanas'ev IB, Kleschyov AL, Harrison DG. Detection of superoxide in vascular 
tissue. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22(11):1761-8. 
Nairn RC, Rolland JM. Fluorescent probes to detect lymphocyte activation. Clin Exp 
Immunol. 1980;39(1):1-13. 
Nakano N, Nakao A, Uchida T, Shirasaka N, Yoshizumi H, Okumura K et al. Effects of 
arachidonic acid analogs on FcepsilonRI-mediated activation of mast cells. Biochim Biophys 
Acta. 2005;1738(1-3):19-28. 
Nesbitt GH. Canine allergic inhalant dermatitis: a review of 230 cases. J Am Vet Med Assoc. 
1978;172(1):55-60. 
Neuber A, Thoday K. Diagnose und Therapie der atopischen Dermatitis beim Hund. 
Praktischer Tierarzt. 2004;85(10):716-29. 
Niu XF, Ibbotson G, Kubes P. A balance between nitric oxide and oxidants regulates mast 
cell-dependent neutrophil-endothelial cell interactions. Circ Res. 1996;79(5):992-9. 
Nordberg J, Arner ESJ. Reactive oxygen species, antioxidants, and the mammalian 
thioredoxin system. Free Radic Biol Med. 2001;31(11):1287-312. 
Norgauer J, Eberle M, Lemke HD, Aktories K. Activation of human neutrophils by 
mastoparan. Reorganization of the cytoskeleton, formation of phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate, secretion up-regulation of complement receptor type 3 and superoxide anion 
production are stimulated by mastoparan. Biochem J. 1992;282 ( Pt 2):393-7. 
Nuttall TJ, Thoday KL, van den Broek AHM, Jackson HA, Sture GH, Halliwell REW. 
Retrospective survey of allergen immunotherapy in canine atopy. Vet Rec. 1998;143(5):139-
42. 
Okayama Y. Human cultured mast cells. Clin Exp Allergy. 2000;30(8):1053-5. 
Olivry T, Guaguere E, Heriret D. Treatment of atopic dermatitis with misoprostol, a 
prostaglandine E1 analouge-an open study. J Dermatol Treat. 1997a;8:243-7. 
8 Literaturverzeichnis 106 
Olivry T, Marsella R, Hillier A. The ACVD task force on canine atopic dermatitis (XXIII): 
are essential fatty acids effective? Vet Immunol Immunopathol. 2001;81(3-4):347-62. 
Olivry T, Naydan DK, Moore PF. Characterization of the cutaneous inflammatory infiltrate in 
canine atopic dermatitis. Am J Dermatopathol. 1997b;19(5):477-86. 
Oliwiecki S, Burton JL, Elles K, Horrobin DF. Levels of essential and other fatty acids in 
plasma and red cell phospholipids from normal controls and patients with atopic eczema. Acta 
Derm Venereol. 1991;71(3):224-8. 
Orrenius S, Gogvadze V, Zhivotovsky B. Mitochondrial oxidative stress: implications for cell 
death. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2007;47:143-83. 
Ostling O, Johanson KJ. Microelectrophoretic study of radiation-induced DNA damages in 
individual mammalian cells. Biochem Biophys Res Commun. 1984;123(1):291-8. 
Ott M, Gogvadze V, Orrenius S, Zhivotovsky B. Mitochondria, oxidative stress and cell 
death. Apoptosis. 2007;12(5):913-22. 
Paterson S. Additive benefits of EFAs in dogs with atopic dermatitis after partial response to 
antihistamine therapy. J Small Anim Pract. 1995;36(9):389-94. 
Pavelkova M, Kubala L. Luminol-, isoluminol- and lucigenin-enhanced chemiluminescence 
of rat blood phagocytes stimulated with different activators. Luminescence. 2004;19(1):37-42. 
Pehr K, Forsey RR. Why don't we use vitamin E in dermatology? CMAJ. 1993;149(9):1247-
53. 
Pereira SL, Leonard AE, Mukerji P. Recent advances in the study of fatty acid desaturases 
from animals and lower eukaryotes. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 
2003;68(2):97-106. 
Pozarowski P, Grabarek J, Darzynkiewicz Z. Flow cytometry of apoptosis. Curr Protoc Cell 
Biol. 2004;Chapter 18:Unit. 
Prelaud P. Allergologie beim Hund. Parey Buchverlag im Blackwell Verlag GmbH. 2002. 
Pukay B. A clinical evaluation of the efficiacy of omega 3 fatty acids in the treatment of 
pruritus in canine atopy.Pukay B.Pukay B. CAVD Bull. 1987;(4):2-4. 
Quiec D, Maziere C, Santus R, Andre P, Redziniak G, Chevy F et al. Polyunsaturated Fatty-
Acid Enrichment Increases Ultraviolet-A-Induced Lipid-Peroxidation in Nctc-2544 Human 
Keratinocytes. J Invest Dermatol. 1995;104(6):964-9. 
Ranadive NS, Lewis R. Differential-Effects of Antioxidants and Indomethacin on Compound 
48/80 Induced Histamine-Release and Ca-2+ Uptake in Rat Mast-Cells. Immunology Letters. 
1982;5(3):145-50. 
8 Literaturverzeichnis 107 
Rao GN. Hydrogen peroxide induces complex formation of SHC-Grb2-SOS with receptor 
tyrosine kinase and activates Ras and extracellular signal-regulated protein kinases group of 
mitogen-activated protein kinases. Oncogene. 1996;13(4):713-9. 
Reder AT, Thapar M, Sapugay AM, Jensen MA. Prostaglandins and Inhibitors of 
Arachidonate Metabolism Suppress Experimental Allergic Encephalomyelitis. J 
Neuroimmunol. 1994;54(1-2):117-27. 
Retterstol K, Haugen TB, Christophersen BO. The pathway from arachidonic to 
docosapentaenoic acid (20:4n-6 to 22:5n-6) and from eicosapentaenoic to docosahexaenoic 
acid (20:5n-3 to 22:6n-3) studied in testicular cells from immature rats. Biochim Biophys 
Acta. 2000;1483(1):119-31. 
Rose DP, Connolly JM, Liu XH. Effects of linoleic acid and gamma-linolenic acid on the 
growth and metastasis of a human breast cancer cell line in nude mice and on its growth and 
invasive capacity in vitro. Nutr Cancer. 1995;24(1):33-45. 
Rosenthal MD, Garcia MC, Jones MR, Sprecher H. Retroconversion and delta 4 desaturation 
of docosatetraenoate (22:4(n-6)) and docosapentaenoate (22:5(n-3)) by human cells in culture. 
Biochim Biophys Acta. 1991;1083(1):29-36. 
Rosenthal MD, Whitehurst MC. Fatty acyl delta 6 desaturation activity of cultured human 
endothelial cells. Modulation by fetal bovine serum. Biochim Biophys Acta. 
1983;750(3):490-6. 
Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis--an update. N Engl J Med. 1986;314(8):488-500. 
Rossi GL, Di C, V, Olivieri D. Mast cell cultures: bench to bedside. Clin Exp Allergy. 
1998;28(10):1182-90. 
Rotstein NP, Aveldano MI, Barrantes FJ, Roccamo AM, Politi LE. Apoptosis of retinal 
photoreceptors during development in vitro: protective effect of docosahexaenoic acid. J 
Neurochem. 1997;69(2):504-13. 
Saevik BK, Bergvall K, Holm BR, Saijonmaa-Koulumies LE, Hedhammar A, Larsen S et al. 
A randomized, controlled study to evaluate the steroid sparing effect of essential fatty acid 
supplementation in the treatment of canine atopic dermatitis. Vet Dermatol. 2004;15(3):137-
45. 
Sardesai VM. Nutritional Role of Polyunsaturated Fatty-Acids. J Nutr Biochem. 
1992;3(4):154-66. 
Sayers I, Helm BA. The structural basis of human IgE-Fc receptor interactions. Clin Exp 
Allergy. 1999;29(5):585-94. 
Scarff DH, Lloyd DH. Double blind, placebo-controlled, crossover study of evening primrose 
oil in the treatment of canine atopy. Vet Rec. 1992;131(5):97-9. 
8 Literaturverzeichnis 108 
Schafer L, Kragballe K. Supplementation with evening primrose oil in atopic dermatitis: 
effect on fatty acids in neutrophils and epidermis. Lipids. 1991;26(7):557-60. 
Schewe T. Molecular actions of ebselen--an antiinflammatory antioxidant. Gen Pharmacol. 
1995;26(6):1153-69. 
Schick RO, Fadok VA. Responses of atopic dogs to regional allergens: 268 cases (1981-
1984). J Am Vet Med Assoc. 1986;189(11):1493-6. 
Schneider SM, Fung VS, Palmblad J, Babior BM. Activity of the leukocyte NADPH oxidase 
in whole neutrophils and cell-free neutrophil preparations stimulated with long-chain 
polyunsaturated fatty acids. Inflammation. 2001;25(1):17-23. 
Schrader M, Fahimi HD. Peroxisomes and oxidative stress. Biochim Biophys Acta. 
2006;1763(12):1755-66. 
Schwartz LB, Austen KF, Wasserman SI. Immunologic release of beta-hexosaminidase and 
beta-glucuronidase from purified rat serosal mast cells. J Immunol. 1979;123(4):1445-50. 
Scott DW, Miller Jr, Griffin CE. Muller and Kirk`s Small Animal Dermatology, 6th Edition. 
Saunders, Philadelphia. Muller and Kirk`s Small Animal Dermatology, 6th Edition Saunders, 
Philadelphia. 2001. 
Scott DW, Miller WH, Reinhart GA, Mohammed HO, Bagladi MS. Effect of an omega-
3/omega-6 fatty acid-containing commercial lamb and rice diet on pruritus in atopic dogs: 
Results of a single-blinded study. Can J Vet Res. 1997a;61(2):145-53. 
Scott DW, Miller WH, Jr., Reinhart GA, Mohammed HO, Bagladi MS. Effect of an omega-
3/omega-6 fatty acid-containing commercial lamb and rice diet on pruritus in atopic dogs: 
results of a single-blinded study. Can J Vet Res. 1997b;61(2):145-53. 
Scott DW, Miller WHJ, Griffin CE. Kapitel 9: Immunologisch bedingte Erkrankungen. 
Kleintierdermatologie. 1995;368-97. 
Scott DW, Miller WHJr. Nonsteroidal management of canine pruritus: chlorpheniramine and 
a fatty acid supplement (DVM Derm Caps) in combination, and the fatty acid supplement at 
twice the manufacturer's recommended dosage. Cornell Vet. 1990;80:381-97. 
Seidel A, Gueck T, Fuhrmann H. The Influence of long-chain polyunsaturated fatty acids on 
total lipid fatty acid composition of a canine mastocytoma cell line. J Vet Med A Physiol 
Pathol Clin Med. 2005b;52(5):219-24. 
Seidel A, Gueck T, Fuhrmann H. The Influence of long-chain polyunsaturated fatty acids on 
total lipid fatty acid composition of a canine mastocytoma cell line. J Vet Med A Physiol 
Pathol Clin Med. 2005a;52(5):219-24. 
Shefler I, Taube Z, Medalia O, Sagi-Eisenberg R. Basic secretagogues activate protein 
tyrosine phosphorylation and release of arachidonic acid in mast cells via a novel protein 
8 Literaturverzeichnis 109 
kinase C and phosphatidylinositol 3-kinase-dependent mechanism. Eur J Immunol. 
1998;28(11):3468-78. 
Shinomura T, Asaoka Y, Oka M, Yoshida K, Nishizuka Y. Synergistic action of 
diacylglycerol and unsaturated fatty acid for protein kinase C activation: its possible 
implications. Proc Natl Acad Sci U S A. 1991;88(12):5149-53. 
Sies H. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Exp Physiol. 1997;82(2):291-5. 
Sies H. Biochemistry of the peroxisome in the liver cell. Angew Chem Int Ed Engl. 
1974;13(11):706-18. 
Simopoulos AP. Omega-3 fatty acids in health and disease and in growth and development. 
Am J Clin Nutr. 1991;54(3):438-63. 
Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL. A simple technique for quantitation of low 
levels of DNA damage in individual cells. Exp Cell Res. 1988;175(1):184-91. 
Smith WL. Prostanoid biosynthesis and mechanisms of action. Am J Physiol. 1992;263(2 Pt 
2):F181-F191. 
Sousa CA, Norton AL. Advances in methodology for diagnosis of allergic skin disease. Vet 
Clin North Am Small Anim Pract. 1990;20(6):1419-27. 
Spector AA, Mathur SN, Kaduce TL, Hyman BT. Lipid nutrition and metabolism of cultured 
mammalian cells. Prog Lipid Res. 1980;19(3-4):155-86. 
Sprecher DL. Lipids, lipoproteins, and peroxisome proliferator activated receptor-delta. Am J 
Cardiol. 2007;100(11 A):n20-n24. 
Stahl W, Sies H. Antioxidant defense: vitamins E and C and carotenoids. Diabetes. 1997;46 
Suppl 2:S14-S18. 
Steffan J, Alexander D, Brovedani F, Fisch RD. Comparison of cyclosporine A with 
methylprednisolone for treatment of canine atopic dermatitis: a parallel, blinded, randomized 
controlled trial. Vet Dermatol. 2003;14(1):11-22. 
Strandberg K, Westerberg S. Composition of Phospholipids and Phospholipid Fatty-Acids in 
Rat Mast-Cells. Mol Cell Biochem. 1976;11(2):103-7. 
Sugano M, Koga T, Yamada K. Lipids and immunology. Asia Pac J Clin Nutr. 
2000;9(2):146-52. 
Sugihara N, Tsuruta Y, Date Y, Furuno K, Kohashi K. High Peroxidative Susceptibility of 
Fish-Oil Polyunsaturated Fatty-Acid in Cultured Rat Hepatocytes. Tox Appl Pharmacol. 
1994;126(1):124-8. 
Susin SA, Lorenzo HK, Zamzami N, Marzo I, Brenner C, Larochette N et al. Mitochondrial 
release of caspase-2 and -9 during the apoptotic process. J Experim Med. 1999;189(2):381-
93. 
8 Literaturverzeichnis 110 
Suzuki Y, Yoshimaru T, Matsui T, Inoue T, Niide O, Nunomura S et al. Fc epsilon RI 
signaling of mast cells activates intracellular production of hydrogen peroxide: role in the 
regulation of calcium signals. J Immunol. 2003;171(11):6119-27. 
Tang DG, Guan KL, Li L, Honn KV, Chen YQ, Rice RL et al. Suppression of W256 
carcinosarcoma cell apoptosis by arachidonic acid and other polyunsaturated fatty acids. Int J 
Cancer. 1997;72(6):1078-87. 
Tappel AL. Will antioxidant nutrients slow aging processes? Geriatrics. 1968;23(10):97-105. 
Toborek M, Blanc EM, Kaiser S, Mattson MP, Hennig B. Linoleic acid potentiates TNF-
mediated oxidative stress, disruption of calcium homeostasis, and apoptosis of cultured 
vascular endothelial cells. J Lipid Res. 1997;38(10):2155-67. 
Tsoureli-Nikita E, Hercogova J, Lotti T, Menchini G. Evaluation of dietary intake of vitamin 
E in the treatment of atopic dermatitis: a study of the clinical course and evaluation of the 
immunoglobulin E serum levels. Int J Dermatol. 2002;41(3):146-50. 
Tsujimoto Y, Nakagawa T, Shimizu S. Mitochondrial membrane permeability transition and 
cell death. Biochim Biophys Acta. 2006;1757(9-10):1297-300. 
Visioli F, Colombo C, Galli C. Oxidation of individual fatty acids yields different profiles of 
oxidation markers. Biochem Biophys Res Comm. 1998;245(2):487-9. 
Vriesendorp HM, Smid-Mercx BM, Visser TP, Halliwell RE, Schwartzman RM. Serological 
DL-A typing of normal and atopic dogs. Transplant Proc. 1975;7(3):375-7. 
Wagner BA, Buettner GR, Burns CP. Free Radical-Mediated Lipid-Peroxidation in Cells - 
Oxidizability Is A Function of Cell Lipid Bis-Allylic Hydrogen Content. Biochemistry. 
1994b;33(15):4449-53. 
Wagner BA, Buettner GR, Burns CP. Free Radical-Mediated Lipid-Peroxidation in Cells - 
Oxidizability Is A Function of Cell Lipid Bis-Allylic Hydrogen Content. Biochemistry. 
1994a;33(15):4449-53. 
Wagner BA, Buettner GR, Burns CP. Vitamin E slows the rate of free radical-mediated lipid 
peroxidation in cells. Arch Biochem Biophys. 1996;334(2):261-7. 
Wardman P. Fluorescent and luminescent probes for measurement of oxidative and 
nitrosative species in cells and tissues: Progress, pitfalls, and prospects. Free Radic Biol Med. 
2007;43(7):995-1022. 
Watkins SM, Carter LC, German JB. Docosahexaenoic acid accumulates in cardiolipin and 
enhances HT-29 cell oxidant production. J Lipid Res. 1998;39(8):1583-8. 
Watson TD. Diet and skin disease in dogs and cats. J Nutr 1998. 1998;128:2783-9. 
Weingarten R, Ransnas L, Mueller H, Sklar LA, Bokoch GM. Mastoparan interacts with the 
carboxyl terminus of the alpha subunit of Gi. J Biol Chem. 1990;265(19):11044-9. 
8 Literaturverzeichnis 111 
Willemse A, van den Brom WE. Investigations of the symptomatology and the significance of 
immediate skin test reactivity in canine atopic dermatitis. Res Vet Sci. 1983;34(3):261-5. 
Willemse A, van den Brom WE, Rijnberk A. Effect of hyposensitization on atopic dermatitis 
in dogs. J Am Vet Med Assoc. 1984;184(10):1277-80. 
Williams JR, Leaver HA, Ironside JW, Miller EP, Whittle IR, Gregor A. Apoptosis in human 
primary brain tumours: actions of arachidonic acid. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 
1998;58(3):193-200. 
Williard DE, Harmon SD, Kaduce TL, Spector AA. Comparison of 20-, 22-, and 24-carbon n-
3 and n-6 polyunsaturated fatty acid utilization in differentiated rat brain astrocytes. 
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2002;67(2-3):99-104. 
Wolfreys K, Oliveira DB. Alterations in intracellular reactive oxygen species generation and 
redox potential modulate mast cell function. Eur J Immunol. 1997;27(1):297-306. 
Wong SH, Knight JA, Hopfer SM, Zaharia O, Leach CN, Jr., Sunderman FW, Jr. 
Lipoperoxides in plasma as measured by liquid-chromatographic separation of 
malondialdehyde-thiobarbituric acid adduct. Clin Chem. 1987;33(2 Pt 1):214-20. 
Xie Z, Ho WT, Spellman R, Cai S, Exton JH. Mechanisms of regulation of phospholipase D1 
and D2 by the heterotrimeric G proteins G13 and Gq. J Biol Chem. 2002;277(14):11979-86. 
Yoshimaru T, Suzuki Y, Matsui T, Yamashita K, Ochiai T, Yamaki M et al. Blockade of 
superoxide generation prevents high-affinity immunoglobulin E receptor-mediated release of 
allergic mediators by rat mast cell line and human basophils. Clin Exp Allergy. 
2002;32(4):612-8. 
Zur G, Ihrke PJ, White SD, Kass PH. Antihistamines in the management of canine atopic 
dermatitis: a retrospective study of 171 dogs (1992-1998). Vet Ther. 2002;3(1):88-96. 
9 Anhang A 
9 Anhang 
9.1 Material 
9.1.1 Chemikalien 
Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Basalmedium Supplement (BMS) BIOCHROM AG, Berlin 
Butylhydroxytoluol (BHT) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DMEM / HAM´s F12 BIOCHROM AG, Berlin  
2´7´-Dichlorofluorescin-Diacetat Fluka, Taufkirchen 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2,6-Di-tert-butyl-p-kresol Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ethanol (96 %-ig) Laborchemie, Apolda 
Fettsäurensubstrate (LA, LnA, AA, EPA) Matreya, USA 
fötales Kälberserum (FKS) PAA Laboratories, Cölbe 
γ-Globulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
Glucose Merck, Darmstadt 
L-Glutamin BIOCHROM AG, Berlin 
n-Hexan Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
L-Histidin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
N-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid- 
sodium salt (HEPES) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Iscove´s Basalmedium BIOCHROM AG, Berlin 
Kaliumchlorid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat Laborchemie, Apolda 
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt 
Mastoparan  FA. BACHEM, Heidelberg 
Mykoplasmen Detection Kit; Vernor GeM Minerva Biolabs, Berlin 
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 
Omegawax column test mix Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
L-α-Phospatidylcholin-C17:0 Matreya, USA 
Penicillin / Streptomycin BIOCHROM AG, Berlin 
Propidiumjodid Fluka, Taufkirchen 
methanolische Salzsäure Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
1,1,3,3, Tetraethoxypropan Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
2-Thiobarbitursäure Fluka, Taufkirchen 
Trichloressigsäure Merck, Darmstadt 
Triton X Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
SDS (Natriumdodecylsulfat) AppliChem 
9.1.2 Verbrauchsmaterialien 
1,5 ml-Kryogefäße greiner bio-one GmbH, Solingen 
12-Well-Platten TPP 
1,5 ml halbmikro PMMA-Küvetten Brand 
Bluecups (50 ml) greiner bio-one GmbH, Solingen 
Eppendorfgefäße (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 
Filter 
Gaschromatographie-Messröhrchen Varian, Darmstadt 
Glasröhrchen (Wheaton-Kultur-Röhrchen) Fa. Th. Geyer, Berlin 
Pipetten Sarstedt, Nürnbrecht 
Polypropylenröhrchen MERCK,Darmstadt  
Schraubkappen mit teflonbeschichteten Dichtungen Fa. Th. Geyer, Berlin 
Zentrifugenröhrchen (15 ml und 50 ml) Greiner bio-one GmbH, Solingen 
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm2), CELLSTAR Greiner bio-one GmbH, Solingen 
9.1.3 Geräte 
Abzug 
Autoklav Tuttnauer Systec, Wettenberg 
Brutschrank HERA cell Kendro, Langenselbold 
Cary 50 UV-Spektrophotometer  
Elekrophorese-Apparatur Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Gaschromatograph CP3800: Varian, Darmstadt 
Hochleistungsflüssigchromatograph (HPLC) Knauer GmbH, Berlin 
Autosampler 8200 Varian, Darmstadt 
Säule: Omegawax TM 320 (SUPELCO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Auswertprogramm: Star 5.0 Varian, Darmstadt 
Invertmikroskop Zeiss, Jena 
Maxi-Dry Lyo Heto-Holten, Dänemark 
Neubauer-Zählkammer  
PCR-Cycler Biometra, Göttingen 
pH-Meter  
Pipettierhilfe Akku-Jet Brand, Wertheim 
Präzisionswage BP 221S Sartorius, Göttingne 
Sicherheitswerkbank HERA Safe Kendro, Langenselbold 
Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 Bandelin, Berlin  
Vortexer Reax top speed Heidolph, Kelheim 
Waage BP 221S Sartorius, Göttingen 
Wallac VICTOR2TM 1420 Multilabel Counter Perkin Elmer TM, USA 
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Wasserbad Julabo, Seelbach 
Zentrifuge Kühlzentrifuge Eppendorf, Hamburg 
9.1.4 Verwendete Puffer und Lösungen  
9.1.4.1 Herstellung des PBS-Puffers 
NaCl 8,00 g 
KCl 0,20 g 
Na2HPO4 .⋅2H2O 2,30 g 
KH2PO4 0,20 g 
Aqua bidest. ad 1l 
Einstellung auf pH 7,4 
Autoklavierung 
9.1.4.2 Herstellung des Tyrode´s-Complete- Puffers 
NaCl 8,00 g 
KCL 0,20 g 
NaH2PO4xH2O 0,05 g 
Glukose 1,00 g 
CaCl2 0,20 g 
MgCl2x6H2O 0,10 g 
NaHCO3 0,50 g 
Aqua bidest. ad 1l 
Einstellung auf pH 7,4 
Autoklavierung 
9.1.4.3 Herstellung des Lysepuffers (Comet-Assay): 
Stammlösung: 
EDTA 29, 22 g 
NaCl 146, 1 g 
Trizma Base 1, 211 g 
Aqua bidest. ad 1l 
Einstellung auf pH 10,0 
Sterilfiltration 
Gebrauchslösung: 
DMSO 12,5 ml 
Triton X 1,25 ml 
Lyse-Puffer-Stammlösung ad 125 ml 
Herstellung 30 Minuten vor Gebrauch 
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9.1.4.4 Herstellung des Elektrophoreselaufpuffers (Comet-Assay) 
DMSO 1,6 ml 
EDTA 4 ml 
8-Hydroxyquinoline 0,8 g 
NaOH 24 ml 
Aqua bidest. ad 0,8 l 
Einstellung auf pH 13,0 
im Dunkeln lagern 
9.1.4.5 Herstellung Ethidiumbromidlösung (Comet-Assay) 
Stammlösung: 
Ethidiumbromid 10 mg 
Aqua bidest. ad 60 ml 
Gebrauchslösung: 
Stammlösung 1 ml 
Aqua bidest. ad 10 ml 
 
9.2 Tabellen 
Tab. 7: Konzentrationen aller FS im Medium 
Fettsäure Konzentration in µM 
C14:0 0,94 
C15:0 0,49 
C16:0 10,50 
C16:4n1 0,44 
C18:0 5,30 
C18:1n9 8,80 
C18:1n7 2,50 
C18:2n6  3,10 
C18:3n3 0,25 
C20:3n6 0,90 
C20:4n6 3,30 
C20:5n3 0,40 
C22:0 0,20 
C22:5n3 1,80 
C22:6n3 1,80 
C24:0 0,17 
C24:1n9 0,21 
Gesamt: 41,20 
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9.2.1.1 GC-Ergebnisse DEH-LA 
n3- und n6-Fettsäurenmuster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im Linolsäure-
supplementierten (DEH-LA) Medium (Absolute Menge in nmol FS/ 107 Zellen und Gewichts %; MW ± SD, n = 8; * (P  
< 0,01); u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze)  
  
DEH    DEH-LA  
Fettsäure 
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI   
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI 
C12:0 1,13 ± 0,28 0,17 ± 0,038 -  1,03 ± 0,06 0,16 ± 0,014 - 
C14:0 17,13 ± 2,85 2,59 ± 0,408 -  12,83 ± 4,36* 1,94 ± 0,659 - 
C15:0 0,979 ± 0,21 0,15 ± 0,020 -  1,035 ± 0,163 0,15 ± 0,021 - 
C16:0 110,04 ± 9,21 16,66 ± 1,326 -  129,63 ± 25,73 19,45 ± 4,038 - 
C18:0 89,61 ± 17,89 13,47 ± 1,995 -  91,78 ± 7,19 13,75 ± 0,672 - 
C20:0 0,83 ± 0,44 0,12 ± 0,060 -  0,63 ± 0,06 0,09 ± 0,011 - 
C22:0 1,33 ± 0,15 0,20 ± 0,013 -  1,29 ± 0,26 0,19 ± 0,043 - 
C23:0 0,35 ± 0,14 0,05 ± 0,019 -  0,28 ± 0,10 0,04 ± 0,016 - 
C24:0 3,81 ± 0,61 0,57 ± 0,060 -  4,42 ± 0,60 0,66 ± 0,084 - 
Σ gesätt. 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 -  242,93 ± 38,10 36,44 ± 3,555 - 
C16:1n7 43,62 ± 8,49 6,60 ± 1,216 -  40,45 ± 4,73 6,05 ± 0,383 - 
C18:1n7 85,91 ± 13,83 12,97 ± 1,712 -  83,92 ± 15,02 12,52 ± 1,707 - 
Σ n7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 -  176,85 ± 21,24* 26,43 ± 1,906* - 
C18:1n9 105,98 ± 11,24 15,98 ± 0,558 -  91,25 ± 8,62* 13,66 ± 0,802* - 
C20:1n9 1,64 ± 0,42 0,25 ± 0,072 -  1,50 ± 0,47 0,22 ± 0,062 - 
C22:1n9 0,70 ± 0,13 0,11 ± 0,024 -  0,58 ± 0,28 0,09 ± 0,041 - 
C24:1n9 3,49 ± 0,48 0,53 ± 0,059 -  3,58 ± 0,50 0,53 ± 0,052 - 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 -  166,79 ± 13,43* 24,98 ± 1,200* - 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,64 ± 0,08  18,45 ± 2,91* 2,75 ± 0,288* 2,75 ± 0,29 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,1 ± 0,03  1,93 ± 0,43* 0,29 ± 0,070* 0,58 ± 0,14 
C20:2n6 u.N. u.N. -  0,31 ± 0,11* 0,05 ± 0,014* 0,05 ± 0,01 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,15  45,62 ± 7,01* 6,80 ± 0,682* 13,6 ± 1,37 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  3,21 ± 0,55* 0,48 ± 0,071* 1,44 ± 0,21 
C22:2n6 0,40 ± 0,11 0,06 ± 0,013 0,06 ± 0,05  0,51 ± 0,28 0,08 ± 0,043 0,08 ± 0,04 
C22:4n6 u.N. u.N. -  0,29 ± 0,11* 0,04 ± 0,016* 0,12 ± 0,05 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,78 ± 0,24  70,33 ± 9,46* 10,49 ± 0,771* 18,63 ± 1,45 
C18:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C18:4n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,03  0,76 ± 0,08 0,11 ± 0,006 0,33 ± 0,02 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,48 ± 0,07  1,14 ± 0,18* 0,17 ± 0,032 0,68 ± 0,13 
C22:5n3 0,55 ± 0,32 0,08 ± 0,052 0,32 ± 0,21  1,12 ± 0,27 0,17 ± 0,032 0,68 ± 0,15 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 1 ± 0,18  2,76 ± 045* 0,41 ± 0,048* 2,05 ± 0,24 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,39  5,78 ± 0,63* 0,86 ± 0,056* 3,76 ± 0,24 
C16:4n1 2,742 ± 0,49 0,41 ± 0,049 1,23 ± 0,15  2,88 ± 0,44 0,43 ± 0,071 1,29 ± 0,21 
C16:2n4 0,12 ± 0,06 0,02 ± 0,009 0,02 ± 0,01  0,10 ± 0,13 0,02 ± 0,020 0,02 ± 0,02 
C14:1n5 1,38 ± 0,29 0,21 ± 0,036 -  0,93 ± 0,38 0,14 ± 0,054 - 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,16 ± 0,69  667,96 ± 46,93 100 23,7 ± 1,56 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 - -   12,17 / 1* - - 
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9.2.1.2 GC-Ergebnisse DEH-LE 
n3- und n6-Fettsäurenmuster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im Linoensäure-
supplementierten (DEH-LE) Medium (Absolute Menge in nmol FS/ 107 Zellen und Gewichts %; MW ± SD, n = 8; * 
(P < 0,01); u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze)  
  
DEH    DEH-LE 
Fettsäure 
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI   
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI 
C12:0 1,13 ± 0,28 0,17 ± 0,038 -  0,90 ± 0,16 0,15 ± 0,020 - 
C14:0 17,13 ± 2,85 2,59 ± 0,408 -  13,65 ± 1,00  2,33 ± 0,405 - 
C15:0 0,979 ± 0,21 0,15 ± 0,020 -  0,95 ± 0,17 0,16 ± 0,021 - 
C16:0 110,04 ± 9,21 16,66 ± 1,326 -  109,69 ± 16,25 18,37 ± 0,764* - 
C18:0 89,61 ± 17,89 13,47 ± 1,995 -  85,21 ± 16,76 14,17 ± 0,495 - 
C20:0 0,83 ± 0,44 0,12 ± 0,060 -  0,567 ± 0,181 0,09 ± 0,019 - 
C22:0 1,33 ± 0,15 0,20 ± 0,013 -  1,144 ± 0,39 0,19 ± 0,041 - 
C23:0 0,35 ± 0,14 0,05 ± 0,019 -  0,24 ± 0,10 0,04 ± 0,011 - 
C24:0 3,81 ± 0,61 0,57 ± 0,060 -  4,13 ± 1,03 0,69 ± 0,107 - 
Σ gesätt. 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 -   216,49 ± 36,05 36,19 ± 0,715* - 
C16:1n7 43,62 ± 8,49 6,60 ± 1,216 -  39,25 ± 6,03 6,57 ± 0,220 - 
C18:1n7 85,91 ± 13,83 12,97 ± 1,712 -  79,61 ± 10,23 13,37 ± 0,711 - 
Σ n7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 -   163,60 ± 24,56* 27,39 ± 0,651* - 
C18:1n9 105,98 ± 11,24 15,98 ± 0,558 -  84,45 ± 16,36* 14,05 ± 0,49* - 
C20:1n9 1,64 ± 0,42 0,25 ± 0,072 -  1,30 ± 0,27  0,22 ± 0,022 - 
C22:1n9 0,70 ± 0,13 0,11 ± 0,024 -  0,62 ± 0,38 0,10 ± 0,050 - 
C24:1n9 3,49 ± 0,48    0,53 ± 0,059 -  2,98 ± 0,97 0,49 ± 0,108 - 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 -   145,04 ± 29,54* 24,09 ± 0,980* - 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,64 ± 0,08  4,98 ± 0,60 0,84 ± 0,103* 0,84 ± 0,10 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,1 ± 0,03  0,30 ± 0,06 0,05 ± 0,007 0,1 ± 0,02 
C20:2n6 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,15  4,23 ± 0,75 0,71 ± 0,014 1,42 ± 0,03 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  3,16 ± 0,84* 0,52 ± 0,073* 1,56 ± 0,22 
C22:2n6 0,40 ± 0,11 0,06 ± 0,013 0,06 ± 0,05  0,39 ± 0,12 0,07 ± 0,014  0,07 ± 0,01 
C22:4n6 u.N. u.N. -  0,03 ± 0,07 0,01 ± 0,016 0,03 ± 0,05 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,78 ± 0,24   13,09 ± 2,03 2,19 ± 0,082* 4 ± 0,15 
C18:3n3 u.N. u.N. -  0,28 ± 0,05* 0,05 ± 0,010* 0,1 ± 0,02 
C18:4n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,03  39,80 ± 5,90* 6,67 ± 0,320* 18,6 ± 0,10 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,48 ± 0,07  5,60 ± 1,20* 0,93 ± 0,061* 3,72 ± 0,24 
C22:5n3 0,55 ± 0,32 0,08 ± 0,052 0,32 ± 0,21  5,98 ± 1,26* 1,00 ± 0,085* 4 ± 0,34 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 1 ± 0,18  3,40 ± 0,81* 0,56 ± 0,047* 2,8 ± 0,23 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,39   55,06 ± 9,09* 9,21 ± 0,397* 30,63 ± 1,32 
C16:4n1 2,742 ± 0,49 0,41 ± 0,049 1,23 ± 0,15  3,26 ± 0,49* 0,55 ± 0,064 1,65 ± 0,19 
C16:2n4 0,12 ± 0,06 0,02 ± 0,009 0,02 ± 0,01  0,22 ± 0,12 0,04 ± 0,019 0,04 ± 0,02 
C14:1n5 1,38 ± 0,29 0,21 ± 0,036 -  1,04 ± 0,19* 0,18 ± 0,065 - 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,16 ± 0,69   598,84 ± 99,62 100 36,32 ± 1,5 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 - -   1 / 4,21* - - 
9 Anhang G 
9.2.1.3 GC-Ergebnisse DEH-AA 
n3- und n6-Fettsäurenmuster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Arachidonsäure-supplementierten (DEH-AA) Medium (Absolute Menge in nmol FS/ 107 Zellen und Gewichts %; 
MW ± SD, n = 8; * (P < 0,01); u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze)  
  
DEH    DEH-AA  
Fettsäure 
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI   
 nmol FS / 1 x 
106 Zellen  % FS MBI 
C12:0 1,13 ± 0,28 0,17 ± 0,038 -  0,89 ± 0,14 0,15 ± 0,014 - 
C14:0 17,13 ± 2,85 2,59 ± 0,408 -  13,11 ± 2,09 2,16 ± 0,099 - 
C15:0 0,979 ± 0,21 0,15 ± 0,020 -  0,92 ± 0,08 0,15 ± 0,010 - 
C16:0 110,04 ± 9,21 16,66 ± 1,326 -  103,57 ± 13,53 17,16 ± 0,408 - 
C18:0 89,61 ± 17,89 13,47 ± 1,995 -  87,82 ± 8,82 14,59 ± 0,541 - 
C20:0 0,83 ± 0,44 0,12 ± 0,060 -  0,56 ± 0,13 0,09 ± 0,020 - 
C22:0 1,33 ± 0,15 0,20 ± 0,013 -  1,11 ± 0,13 0,18 ± 0,014 - 
C23:0 0,35 ± 0,14 0,05 ± 0,019 -  0,27 ± 0,04 0,04 ± 0,004 - 
C24:0 3,81 ± 0,61 0,57 ± 0,060 -  3,96 ± 0,42 0,66 ± 0,028* - 
Σ gesätt. 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 -   212,21 ± 25,38 35,10 ± 0,402* - 
C16:1n7 43,62 ± 8,49 6,60 ± 1,216 -  37,47 ± 6,52 6,19 ± 0,474 - 
C18:1n7 85,91 ± 13,83 12,97 ± 1,712 -  76,73 ± 15,26 12,66 ± 1,343 - 
Σ n7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 -   160,40 ± 24,18 26,52 ± 0,932* - 
C18:1n9 105,98 ± 11,24 15,98 ± 0,558 -  87,19 ± 11,06 14,45 ± 0,12* - 
C20:1n9 1,64 ± 0,42 0,25 ± 0,072 -  1,50 ± 0,53 0,25 ± 0,069 - 
C22:1n9 0,70 ± 0,13 0,11 ± 0,024 -  0,42 ± 0,12* 0,07 ± 0,016* - 
C24:1n9 3,49 ± 0,48    0,53 ± 0,059 -  2,81 ± 0,38 0,47 ± 0,080 - 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 -   151,03 ± 16,69* 25,06 ± 0,616* - 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,64 ± 0,08  3,60 ± 0,86 0,59 ± 0,087 0,59 ± 0,09 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,1 ± 0,03  0,36 ± 0,09 0,06 ± 0,014 0,12 ± 0,03 
C20:2n6 u.N. u.N. -  0,03 ± 0,07 0,01 ± 0,014 0,01 ± 0,01 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,15  10,09 ± 1,56* 1,67 ± 0,164* 3,34 ± 0,33 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  47,15 ± 6,74* 7,80 ± 0,374* 23,4 ± 1,12 
C22:2n6 0,40 ± 0,11 0,06 ± 0,013 0,06 ± 0,05  0,41 ± 0,12 0,07 ± 0,024 0,07 ± 0,02 
C22:4n6 u.N. u.N. -  7,47 ± 1,11* 1,24 ± 0,164* 3,72 ± 0,49 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,78 ± 0,24   69,12 ± 9,02* 11,45 ± 0,229* 31,27 ± 0,64 
C18:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C18:4n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,03  0,74 ± 0,12 0,12 ± 0,009 0,36 ± 0,03 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,48 ± 0,07  0,75 ± 0,31 0,12 ± 0,045* 0,48 ± 0,18 
C22:5n3 0,55 ± 0,32 0,08 ± 0,052 0,32 ± 0,21  1,28 ± 0,17* 0,21 ± 0,025 0,84 ± 0,10 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 1 ± 0,18  2,52 ± 0,15* 0,42 ± 0,039* 2,1 ± 0,20 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,39   5,29 ± 0,61* 0,88 ± 0,070* 3,82 ± 0,29 
C16:4n1 2,742 ± 0,49 0,41 ± 0,049 1,23 ± 0,15  3,03 ± 0,16 0,51 ± 0,043* 1,53 ± 0,13 
C16:2n4 0,12 ± 0,06 0,02 ± 0,009 0,02 ± 0,01  0,09 ± 0,14 0,02 ± 0,024 0,02 ± 0,02 
C14:1n5 1,38 ± 0,29 0,21 ± 0,036 -  0,98 ± 0,22 0,16 ± 0,031 - 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,16 ± 0,69   603,41 ± 74,37 100 36,63 ± 0,64 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 - -   13,06 / 1* - - 
9 Anhang H 
9.2.1.4 GC-Ergebnisse DEH-EPA 
n3- und n6-Fettsäurenmuster der C2 nach 8-tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) und im 
Eisosapentaensäure-supplementierten (DEH-EPA) Medium (Absolute Menge in nmol FS/ 107 Zellen und Gewichts 
%; MW ± SD, n = 8; * (P< 0,01); u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze)  
  
DEH    DEH-EPA  
Fettsäure 
 nmol FS / 
1x106 Zellen  % FS MBI   
 nmol FS / 1x106 
Zellen  % FS MBI 
C12:0 1,13 ± 0,28 0,17 ± 0,038 -  0,91 ± 0,05 0,15 ± 0,009 - 
C14:0 17,13 ± 2,85 2,59 ± 0,408 -  13,78 ± 1,59 2,21 ± 0,053 - 
C15:0 0,979 ± 0,21 0,15 ± 0,020 -  0,88 ± 0,11 0,14 ± 0,021 - 
C16:0 110,04 ± 9,21 16,66 ± 1,326 -  110,69 ± 15,27 17,72 ± 0,628 - 
C18:0 89,61 ± 17,89 13,47 ± 1,995 -  88,24 ± 8,32 14,18 ± 0,644 - 
C20:0 0,83 ± 0,44 0,12 ± 0,060 -  0,53 ± 0,08 0,08 ± 0,014 - 
C22:0 1,33 ± 0,15 0,20 ± 0,013 -  1,17 ± 0,14 0,19 ± 0,016 - 
C23:0 0,35 ± 0,14 0,05 ± 0,019 -  0,26 ± 0,04 0,04 ± 0,004 - 
C24:0 3,81 ± 0,61 0,57 ± 0,060 -  3,80 ± 1,72 0,61 ± 0,265 - 
Σ gesätt. 225,22 ± 31,77 33,99 ± 0,871 -   220,27 ± 27,31 35,32 ± 0,316* - 
C16:1n7 43,62 ± 8,49 6,60 ± 1,216 -  42,65 ± 7,01 6,82 ± 0,583 - 
C18:1n7 85,91 ± 13,83 12,97 ± 1,712 -  80,93 ± 16,14 12,92 ± 1,509 - 
Σ n7 207,63 ± 2,28 31,35 ± 2,28 -   168,96 ± 22,41 27,05 ± 0,721* - 
C18:1n9 105,98 ± 11,24 15,98 ± 0,558 -  93,10 ± 10,34 14,93 ± 0,24* - 
C20:1n9 1,64 ± 0,42 0,25 ± 0,072 -  1,27 ± 0,47* 0,20 ± 0,059 - 
C22:1n9 0,70 ± 0,13 0,11 ± 0,024 -  u.N. u.N. - 
C24:1n9 3,49 ± 0,48    0,53 ± 0,059 -  3,28 ± 0,62 0,52 ± 0,074 - 
Σ n9 209,03 ± 1,65 31,53 ± 1,655 -   154,76 ± 14,11* 24,87 ± 0,779* - 
C18:2n6 4,30 ± 0,08 0,64 ± 0,077 0,64 ± 0,08  4,39 ± 0,57 0,71 ± 0,080 0,71 ± 0,08 
C18:3n6 0,32 ± 0,01 0,05 ± 0,012 0,1 ± 0,03  0,34 ± 0,07 0,05 ± 0,011 0,1 ± 0,02 
C20:2n6 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n6 3,77 ± 0,08 0,63 ± 0,076 1,26 ± 0,15  4,83 ± 0,53 0,78 ± 0,036* 1,56 ± 0,07 
C20:4n6 1,45 ± 0,03 0,24 ± 0,033 0,72 ± 0,10  2,97 ± 1,39 0,47 ± 0,220* 1,41 ± 0,66 
C22:2n6 0,40 ± 0,11 0,06 ± 0,013 0,06 ± 0,05  0,44 ± 0,15 0,07 ± 0,015 0,07 ± 0,02 
C22:4n6 u.N. u.N. -  0,21 ± 0,06* 0,03 ± 0,010 0,09  ±0,03 
Σ n6 10,75 ± 0,13 1,62 ± 0,130 2,78 ± 0,24   13,18 ± 1,73 2,11 ± 0,157* 3,96 ± 0,58 
C18:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C18:4n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:3n3 u.N. u.N. -  u.N. u.N. - 
C20:4n3 0,65 ± 0,01 0,11 ± 0,009 0,33 ± 0,03  4,12 ± 1,31* 0,66 ± 0,200* 1,98 ± 0,60 
C20:5n3 0,74 ± 0,02 0,12 ± 0,017 0,48 ± 0,07  32,06 ± 3,99* 5,14 ± 0,228* 20,56 ± 0,91 
C22:5n3 0,55 ± 0,32 0,08 ± 0,052 0,32 ± 0,21  18,25 ± 3,12* 2,91 ± 0,231* 11,64 ± 0,92 
C22:6n3 1,19 ± 0,04 0,20 ± 0,037 1 ± 0,18  6,95 ± 1,69* 1,11 ± 0,227* 5,55  ±1,13 
Σ n3 3,39 ± 0,09 0,51 ± 0,090 2,15 ± 0,39   61,38 ± 8,63* 9,83 ± 0,493* 39,75 ± 1,86 
C16:4n1 2,742 ± 0,49 0,41 ± 0,049 1,23 ± 0,15  2,92 ± 0,25 0,47 ± 0,042 1,41 ± 0,13 
C16:2n4 0,12 ± 0,06 0,02 ± 0,009 0,02 ± 0,01  0,03 ± 0,07 0,00 ± 0,012 0,01 ± 0,01 
C14:1n5 1,38 ± 0,29 0,21 ± 0,036 -  1,09 ± 0,26* 0,18 ± 0,048 - 
Σ Gesamt 662,61 ± 59,08 100 6,16 ± 0,69   623,67 ± 70,65 100 45,08 ± 1,93 
Ratio n6/n3 3,41 / 1 - -   1 / 4,66* - - 
9 Anhang I 
9.3 Statistik (2-faktorielle Varianzanalyse) 
Wachstum der Zellen 
Source of Variation  DF   SS   MS    F    P   
Fettsäure 4 2,031 0,508 1,697 0,152  
Tag 6 696,613 116,102 387,907 <0,001  
Fettsäure x Tag 24 6,112 0,255 0,851 0,668  
Residual 203 60,759 0,299    
Total    237  770,247           3,250  
 
Fluorescein-Assay 
Source of Variation  DF   SS   MS    F    P   
Kontrolle 4 2801547,034 700386,759 12,301 <0,001  
Mastoparan 1 3595775,186 3595775,186 63,152 <0,001  
Kontrolle x Mastoparan 4 1279352,361 319838,090 5,617 <0,001  
Residual 50 2846913,373 56938,267    
Total 59   10523587,954      178365,898  
Verwendete Abkürzungen: 
DF (Degrees of Freedom) 
SS (Sum of Squares) 
MS (Mean Squares) 
F Statistic 
P Value 
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